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1. Einleitung   
1. Einleitung 
Das deutsche Pflanzenschutzgesetz (1998) besagt, dass die Anwendung aller Pflanzenschutz-
maßnahmen Mensch, Tier und Pflanze nicht gefährden darf. Trotzdem verursachen die meis-
ten Pflanzenschutzmaßnahmen auch unerwünschte Nebenwirkungen, so dass die Wahl des 
geeignetesten Mittels im Vordergrund stehen muss. Fragen zur Verträglichkeit für den Men-
schen und die Umwelt müssen hierbei genauso berücksichtigt werden, wie Aspekte der Wirt-
schaftlichkeit. Seit der Einführung transgener Pflanzen in den 1990er Jahren steht eine weitere 
Alternative im Pflanzenschutz zur Verfügung. Chancen und Risiken dieser Technologie wer-
den inzwischen seit über 15 Jahren erforscht und diskutiert (Kessler und Economides 2001). 
 
Transgene Nutzpflanzen gehören heute zum Bild der modernen Landwirtschaft. Von 1996 bis 
2000 wurde der Anbau gentechnisch veränderter Pflanzen weltweit von 4 auf 44 Millionen 
Hektar gesteigert (James 2000). Gegenüber dem Vorjahr stieg die Anbaufläche 2002 noch 
einmal um 6,1 Mio. auf nunmehr 58,7 Mio. Hektar (James 2002). Fast 99% der GMP1-Flä-
chen befinden sich in den USA, Argentinien, Kanada und China. Der Rest verteilt sich auf 
weitere zwölf Länder. Bei den vier Kulturarten Soja, Mais, Raps und Baumwolle entfallen 
bereits 23% der weltweiten Erzeugung auf transgene Pflanzen. Das Ziel der Grünen Gentech-
nik2 liegt darin, Nutzpflanzen zu züchten, die beispielsweise Nährstoffe besser verwerten kön-
nen, die widerstandsfähiger gegen Schädlinge oder Krankheiten sind, die spezifische ernäh-
rungsphysiologische Vorteile - wie z.B. einen höheren Vitamingehalt - aufweisen, oder die 
mit weniger Wasser auskommen und somit Trockenperioden überdauern können (BML 
1997). Mit gentechnischen Methoden in der Pflanzenzüchtung können Gene und somit Eigen-
schaften anderer Pflanzen, Tiere oder Mikroorganismen auf die Kulturpflanze übertragen 
werden3, wie es in der konventionellen Züchtungstechnik nicht möglich ist, da dort eine Ver-
wandtschaft bzw. sexuelle Kompatibilität unentbehrlich ist. Es ist unbestritten, dass die Pro-
duktivität bzw. Effektivität der Landwirtschaft aufgrund stetig wachsender Anforderungen 
gesteigert werden muss (Phipps und Park 2002) – ob transgene Pflanzen dazu beitragen kön-
nen oder sollen, wird jedoch seit langem kontrovers diskutiert (www.transgen.de). Ein 
                                                 
1 genetisch modifizierte Pflanzen 
2 Man unterscheidet heute zwei Bereiche der Gentechnik. „Rote Gentechnik“ bezeichnet die 
Anwendung in der Medizin, „Grüne Gentechnik“ bezeichnet die Anwendung neuer Methoden in der 
Landwirtschaft, vor allem in der Pflanzenzucht (BML 1997) 
3 dies: horizontaler Gentransfer 
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verringerter Einfluss der Landwirtschaft auf die Umwelt, bei gleichzeitiger Erhaltung oder 
Verbesserung der Produktivität und Verträglichkeit, ist nicht einfach zu erreichen. Transgene 
Nutzpflanzen könnten ein Element zur Verwirklichung dieser Ziele sein (Phipps und Beever 
2000). Neben Fragen über die Verträglichkeit für den Menschen sind Untersuchungen zu 
potenziellen ökologischen Einflüssen von vorrangigem Interesse. Sind Nichtzielorganismen 
oder Nützlinge betroffen, entwickeln sich resistente Zielorganismen, oder entstehen in Folge 
von Auskreuzungen schlecht kontrollierbare Unkräuter, die die Produktivität herabsetzen oder 
natürliche Ökosysteme negativ beeinflussen? Zur Klärung dieser Fragen bedarf es intensiver 
Begleitforschung zur Erfassung des Einflusses gentechnisch veränderter Pflanzen, bevor diese 
für einen großflächigen kommerziellen Anbau zugelassen werden. Hierbei muss die transgene 
Variante allerdings immer im Vergleich zu der nichttransgenen Alternative und den ent-
sprechenden konventionellen Pflanzenschutzmaßnahmen gesehen werden. Nach einer 
Inverkehrbringung4 muss dann ein Monitoring5 der Umweltwirkungen folgen (Tiedje et al. 
1989; Bartsch und Schuphan 2000). 
 
Bacillus thuringiensis produziert zahlreiche insektizide Toxine, die bereits seit den 1960er 
Jahren kommerziell als Spritzmittel verwendet werden. Aufgrund seiner hohen Spezifität gilt 
es als sicheres biologisches Schädlingsbekämpfungsmittel und stellt eine wichtige Alternative 
zu chemischen Pestiziden dar. 1995 wurde in den USA der erste sog. Bt-Mais eingeführt 
(„Event 176“ der Firma Syngenta), nachdem es gelungen war, sog. Cry-Gene des boden-
bewohnenden Bakteriums Bacillus thuringiensis (Bt) in Pflanzen zu transformieren (Fischhoff 
et al.1987). Damit ist die Pflanze in der Lage, insektizide Proteine zu exprimieren. Bei Mais 
sind es Cry1Ab und Cry1F-Proteine, die ihn vor Fraßschäden durch Schmetterlingslarven 
schützen (Mendelsohn et al. 2003). Nach mehreren Jahren mit rückläufigen Anteilen stieg 
2002 der Anbau von transgenem Mais wieder deutlich an – um ein Viertel auf 12,4 Mio. ha. 
Der Hauptschädling im Maisbau ist die Larve des Maiszünslers Ostrinia nubilalis (Hübner), 
die in den USA einen jährlichen Kornverlust von 0,75 bis 7,5 Millionen Tonnen verursacht. 
Trotzdem werden dort nur 5% der Maisfelder zur Bekämpfung des Maiszünslers mit 
                                                 
4 Inverkehrbringen: das Anbieten, Vorrätighalten zur Abgabe, Feilhalten und jedes Abgeben an andere 
(Deutsches Pflanzenschutzgesetz 1998) 
5 Ein Monitoring der Umweltwirkungen gentechnisch veränderter Pflanzen soll helfen, 
Wirkungshypothesen im Sinne der Vorsorge zu überprüfen, sowie nicht vorhersehbare Effekte zu 
ermitteln. Es hat die Aufgabe, Veränderungen festzustellen, auszuwerten und zu bewerten. 
Wissenslücken über Umweltwirkungen sollen geschlossen werden. Das ermöglicht nicht nur, 
Prognosen auf eine fundiertere Datenbasis zu stellen und somit abzusichern, sondern auch schädlichen 
Einwirkungen auf die Umwelt entgegenzuwirken (www.umweltbundesamt.de). 
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Insektiziden besprüht. Der Grund dafür liegt vor allem in dem sehr engen Zeitfenster zur 
Bekämpfung des ersten Larvenstadiums außerhalb des Maisstängels (Phipps und Park 2002). 
Deshalb sank der Insektizideinsatz in Mais nach Einführung von Bt-Mais auch nur wenig, so 
dass man als Hauptgrund für den Anbau von insektenresistentem Mais den erhöhten Ertrag 
durch die Einschränkung der Fraßschäden sieht. Ein zusätzlicher positiver Effekt ist die 
Reduzierung von Verletzungen der Pflanze durch das Schadinsekt und damit eine geringere 
Kontaminationen des Bt-Mais mit Pilzinfektionen (Fusarium spec.) und deren Mykotoxinen 
im Vergleich zu konventionellen Maissorten (z.B. Munkvold und Hellmich 1999; Dowd 2001 
und Bakan et al. 2002). Unter diesem Gesichtspunkt wäre Bt-Mais sowohl für den Menschen 
als auch für die mit Bt-Mais gefütterten Tiere ein verbessertes Produkt (Phipps und Park 
2002). 
 
Bt-Mais ist aufgrund einer konstitutiven Expression der Cry-Proteine über die gesamte Vege-
tationsperiode geschützt (Koziel et al. 1993). Die erhöhte Präsenz der Cry-Toxine einerseits, 
sowie ein eventuell veränderter Wirkmechanismus der pflanzlich exprimierten Toxine 
andererseits, führen jedoch auch zu Fragen nach ökologischen Auswirkungen. Bt-Mais kann, 
wie jede transgene Pflanze, sowohl gewollte als auch ungewollte neue Eigenschaften tragen. 
Die Resistenz gegen den Schädling ist gewollt, zu den möglichen ungewollten Eigenschaften 
zählen pleiotrope Effekte6 und Nichtzieleffekte. Nichtzieleffekte sind alle unbeabsichtigten 
Effekte transgener Bt-Pflanzen auf alle Organismen mit Ausnahme des zu bekämpfenden 
Schadinsekts. Solche Nichtziel-Organismen können detrivore Organismen, Bestäuber oder 
andere Herbivore sein. Auf höheren Throphieebenen können natürliche Feinde des Ziel-
insekts, wie Predatoren oder Parasitoide, betroffen sein (Hilbeck 2002). 
 
Im Falle einer großflächigen Inverkehrbringung von Bt-Mais würden erheblich größere Men-
gen an Cry-Proteinen produziert und vor allem nach der Ernte in den Boden eingearbeitet 
werden. Somit ergibt sich die Frage nach Interaktionen zwischen dem transgenen Protein und 
bodenbewohnenden Organismen und möglichen nachteiligen Auswirkungen für die 
Lebensgemeinschaft des Bodens (Edaphon). Bodenbewohnende Collembolen 
(Springschwänze) und Milben (insbesondere Oribatiden) sind aufgrund ihrer Lebensweise als 
Saprophytophage (Synonym: Detrivore) wichtige Vertreter des Edaphons, denn sie ernähren 
sich sowohl von totem Pflanzenmaterial als auch vor allem von den darauf siedelnden Pilzen 
                                                 
6 Pleiotropie (Polyphänie): Bezeichnung dafür, dass sich ein und dasselbe Gen in mehreren 
Merkmalen manifestiert (nach Schubert und Wagner 1984) 
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und sind damit neben den Bodenmikroorganismen wesentlich an der Zersetzung und 
Nährstoffwiederaufbereitung beteiligt. 
 
Neben Effekten auf Nichtzielorganismen bestünde infolge der erhöhten Toxinpräsenz die 
Möglichkeit einer Resistenzentwicklung des Schädlings gegenüber Bt-Mais. Damit wäre nicht 
nur der betroffene Bt-Mais unwirksam, sondern das entsprechende Cry-Toxin wäre für den 
Einsatz in herkömmlichen Bt-Spritzmitteln gefährdet. Aus diesem Grund beschäftigt man sich 
intensiv mit Überlegungen zur Vermeidung oder Verzögerung einer solchen Resistenz. Unter 
anderem besteht die Möglichkeit, dass Maiszünslerpopulationen außerhalb von Mais in 
anderen Wirtspflanzen existieren und im Falle eines Bt-Maisanbaus als Kreuzungspartner für 
Träger eines Resistenzallels dienen. Damit wären solche Populationen ein natürliches 
Genpoolreservoir zur Erhaltung der Suszeptibilität. Vor allem Beifuß (Artemisia vulgaris) 
dient häufig Maiszünslerpopulationen außerhalb von Mais als Wirtspflanze. Solche Beifuß-
Maiszünslerpopulationen könnten demnach als Genpoolreservoir in Frage kommen. Wichtige 
Voraussetzung dafür ist jedoch eine möglichst hohe Paarungsfrequenz zwischen Populationen 
in Mais und Beifuß. Versuche zu Paarungsverhalten und Paarungshindernissen sind aus 
diesem Grund wichtiger Bestandteil der Pläne zur Resistenzvermeidung. 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung möglicher Effekte von Bt-Mais auf Nicht-
zielorganismen, sowie die Abschätzung der Eignung von Beifuß-Populationen des Maiszüns-
lers als natürliches Genpool-Reservoir zur Erhaltung der Suszeptibilität des Maiszünslers ge-
genüber Bt-Toxinen. Dazu wurden folgende Fragestellungen bearbeitet: 
 
1. Gibt es nachteilige Effekte von Bt-Mais gegenüber Collembolen? 
Zur Klärung dieser Frage wurden gestufte Testsysteme mit dem Modellorganismus Folsomia 
candida durchgeführt. Es wurden Labortests zur akuten Toxizität und zur Inhibition der Re-
produktion mit Toxinen verschiedener Hersteller und Pflanzenmaterial durchgeführt. An-
schließend wurde ein Modelltestsystem für das Gewächshaus entwickelt, um die Wirkung von 
Bt-Mais auf Collembolen im Freiland unter möglichst kontrollierten Bedingungen zu simulie-
ren. Ergänzend wurden die Collembolen-Abundanzen im Boden von Freilandversuchsflächen 
mit transgenem Mais ermittelt. 
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2. Findet man Effekte von Bt-Mais gegenüber Milben? 
Bei den Freilandversuchen wurden die Bodenproben neben den Collembolen auf Milben 
untersucht und deren Abundanzen bestimmt. 
3. Wird die Gemeinschaft der Bodenmikroorganismen durch Bt-Mais beeinflusst? 
Zur Klärung dieser Frage wurde der DMSO-Test als Maß der mikrobiellen Aktivität ange-
wendet. In den Jahren 2001 und 2002 wurden auf Freilandversuchsflächen Bodenproben 
genommen und der DMSO-Umsatz gaschromatographisch bestimmt. 
4. Unterscheidet sich eine Beifuß-Population des Maiszünslers in ihrer 
Suszeptibilität gegenüber Bt-Toxinen von Mais-Populationen? 
Eine Laborzucht der erforderlichen Maiszünsler-Populationen wurde etabliert, um die Larven 
unabhängig von dem natürlichen Entwicklungszyklus des Maiszünslers auf ihre Empfindlich-
keit gegenüber verschiedenen Cry1Ab-Produktionen zu testen. 
5. Können Beifuß-Populationen des Maiszünslers als natürliches Genpool-Reservoir 
zur Erhaltung der Suszeptibilität des Maiszünslers gegenüber Bt-Mais dienen? 
Um Aussagen zur Vermeidung oder Verzögerung einer Resistenzentwicklung des Maiszüns-
lers gegen Bt-Toxine machen zu können, wurden Versuche zum Paarungsverhalten von Mais- 
und Beifuß-Populationen des Maiszünslers durchgeführt. 
 
 
 
 
 
Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des BMBF-Forschungsverbundprojekts mit dem 
Titel „Monitoring der ökologischen Auswirkungen insektenresistenter Kulturpflanzen mit 
rekombinanten Bacillus thuringiensis Toxin-Genen – Teilprojekt 1: Auswirkungen auf 
Insektenpopulationen im Agrarbereich“ (Fördernummer 0312175) gefördert.
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2. Allgemeine Einführung 
2.1 Mais (Zea mays L.) 
Mais (Zea mays L.) ist eine einjährige, einhäusige und getrenntgeschlechtliche, zur Familie 
der Süßgrasgewächse (Poaceae) gehörende Pflanze. Die männlichen Blütenstände befinden 
sich an Rispenästen des apikalen Stängelendes. In mittlerer Höhe des Stängels werden i.d.R. 
ein bis zwei weibliche Blütenstände voll ausgebildet. Die Narbenfäden jeder befruchtungs-
fähigen Blüte sind so lang, dass sie aus den Lieschblättern herausragen, um Pollen aufzu-
nehmen. Nach der Befruchtung trocknen die Narbenfäden ein und es kommt zur Kornbildung. 
Der Maiskolben ist als eine Ähre mit verdickter Hauptachse (Spindel) anzusehen 
(www.maiskomitee.de). 
 
Mit seiner rund 7000-jährigen Kultivierung zählt Mais zu den ältesten Kulturpflanzen. Als 
möglicher Vorfahre gilt Teosinte, Euchlaena mexicana (Schrad), ein Wildgras aus Mexiko, 
das von beheimateten Indianerstämmen angebaut wurde. Dabei entwickelte sich infolge 
menschlicher Selektion aus den weiblichen, ehemals gedrungenen Blütenständen die Kolben-
form (Martienssen 1997). Zur Zeit der indianischen Hochkultur um 1500 n. Chr. war bereits 
eine Vergrößerung des Volumens um das 50fache erreicht. Während der spanischen Erobe-
rung im 16. Jahrhundert, als die Inkas bereits 350 verschiedene Sorten kultivierten, gelangte 
Mais auch nach Europa. Durch die Anfang des 20. Jh. entwickelte Hybridzüchtung konnten 
noch einmal deutlich leistungsstärkere Sorten gezüchtet werden (Heterosiseffekt). Dieser 
Fortschritt machte den Maisanbau auch in unseren Klimagebieten interessant. Mais war ur-
sprünglich an südlichere Gebiete angepasst, da er als C4-Pflanze viel Lichtenergie zur CO2-
Fixierung benötigt. Der Maisanbau in den Industrieländern stützt sich heute ausschließlich auf 
Hybridsorten. Die Entdeckung einer ausgeprägten Toleranz von Mais gegen Triazin-
Herbizide führte ab 1958 noch einmal zu einem weltweiten Anstieg des Anbaus. Bis zum 
Anwendungsverbot 1991 wurden in Deutschland vor allem atrazinhaltige Mittel verwendet. 
Atrazin ist jedoch aufgrund seiner hohen Persistenz und der Anreicherung im Grund- und 
Trinkwasser bedenklich. Heute zählt Mais zusammen mit Reis und Weizen zu den 
wichtigsten Getreidearten der Welt. In Zentral- und Südamerika, sowie in Afrika gilt Mais als 
Grundnahrungsmittel, in Industriestaaten wie USA und Deutschland wird er in erster Linie als 
Viehfutter verwendet. Jährlich werden weltweit ca. 600 Mio. t Mais erzeugt, davon liefern die 
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USA etwa 40%. Über 2/3 der Weltmaisernte werden als Futtermittel (Silomais, Maiskleber) 
verwertet, der übrige Anteil geht in die Stärke- und Lebensmittelindustrie. 2002 wurde in 
Deutschland Mais auf einer Fläche von 1,56 Mio. ha angebaut und diente hauptsächlich als 
Silomais. 25% wurden als Körnermais geerntet (www.transgen.de). 
2.2 Der Maiszünsler (Ostrinia nubilalis Hübner) 
Die intensive Maisbewirtschaftung begünstigte die massenhafte Entwicklung des Klein-
schmetterlings Ostrinia nubilalis Hbn., auch Maiszünsler oder European Corn Borer (ECB) 
genannt. Da die klimatischen Ansprüche des Falters denen der angebauten Maissorten glei-
chen, ergibt sich eine hohe Koinzidenz zwischen der Vegetationsperiode von Mais und dem 
biologischen Zyklus des Insekts (Lorenz 1993). Inzwischen gilt der Maiszünsler als das be-
deutendste Schadinsekt im Mais weltweit. Er verursacht Ertragsverluste zwischen 37 bis 172 
US $ pro Hektar (Sanders et al. 1998). 
 
Der Maiszünsler durchläuft fünf Larvalstadien und wächst dabei von 2 auf 20 mm heran. Die 
Stadien L1 bis L3 sind graubraun und haben eine schwarze Kopfkapsel. Die Stadien L4 und L5 
sind hell- bis dunkelgrau gefärbt und tragen eine dunklere Rückenlinie. Die Falter sind äußer-
lich nach ihrem Geschlecht unterscheidbar. Das Männchen hat zimtbraune Vorderflügel mit 
zwei gezackten helleren Querstreifen und einem hellen Mittelfleck. Die Hinterflügel sind 
graubraun und mit einem hellen Saum versehen, das hintere Abdomen ragt unter den Flügeln 
hervor. Mit einer Flügelspannweite von 20-25 mm ist es kleiner als das Weibchen mit einer 
Spannweite von 25-30 mm. Die Vorderflügel des Weibchens sind heller und besitzen drei 
gezackte, dunklere Querstreifen. Die Hinterflügel sind graubraun bis strohgelb und von einem 
hellen Saum umgeben und bedecken das Abdomen vollständig (Engel 1971). 
 
 
Das dämmerungs- und nachtaktive Zünslerweibchen legt nach der Paarung im Frühsommer 
seine Eier in Form von weißlichen Gelegen bevorzugt an die Blattunterseite der Wirtspflanze 
(hier: Mais). Ein Eigelege besteht dabei aus 10-30 Eiern. Je nach Witterung entwickeln sich 
daraus nach 7-12 Tagen die Larven. Sobald die schwarze Kopfkapsel im Ei zu erkennen ist, 
signalisiert das sog. Schwarzkopfstadium den Schlupf innerhalb des nächsten Tages. Die ge-
schlüpften Larven ernähren sich zunächst durch Lochfraß am Blatt. Im L2-L3-Stadium bohren 
sie sich meist in die männlichen Blütenstände – die Fahne – ein und ernähren sich vom Mark. 
Ein Abknicken der Fahne ist oft erstes Zeichen für einen Maiszünslerbefall. Später bohren 
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sich die Larven an den Internodien in den Stängel ein. Während des Reifungsfraßes kann es 
zu mehrmaligem Ein- und Ausbohren in immer tieferliegenden Regionen der Pflanze 
kommen, so dass die Mehrzahl der L5-Larven bis zur Ernte im Herbst die Stängelbasis oder 
sogar die Wurzel erreicht hat. Dort stellt die Larve den Fraß ein und tritt in Diapause ein. 
Nach der Verpuppung im späten Frühjahr schlüpft die nächste Maiszünslergeneration nach 
einer Puppenruhe von 8-15 Tagen – in Deutschland gegen Mitte Juni. Während es in 
Deutschland nur eine Generation pro Jahr gibt (univoltin), existieren in wärmeren Befalls-
gebieten bivoltine und multivoltine Populationen (Showers 1993). In China wurden bis zu 6 
Generationen beobachtet (Engel 1971). 
 
Vor allem der Fraß in den Internodien kann zu bedeutenden Ernteverlusten führen, da der 
Assimilattransport gestört wird und der Stängel durch Aushöhlung brechen kann, so dass der 
Kolben für die maschinelle Ernte verloren ist (Engel 1971). Die entstandenen Bohrlöcher sind 
zusätzlich eine Pforte für Pilzinfektionen. Fusarium-Arten verursachen Stängel- und Kolben-
fäule und produzieren, wie andere Schimmelpilze auch, Mykotoxine wie Fumonisine, 
Zearalenone und Trichothecene, die die Gesundheit von Mensch und Tier gefährden können 
(Bakan et al. 2002). 
 
Ursprünglich war O. nubilalis in Europa beheimatet und wurde mit dem Mais über die ganze 
Welt verschleppt (Novak und Severa 1992). Anfangs besiedelte er die wärmeren Mittelmeer-
länder, konnte aber später auch in klimatisch ungünstigere Regionen vordringen (Zellner 
2001). Die Hauptbefallsgebiete in Deutschland befinden sich in den Bundesländern Bayern, 
Baden-Württemberg, Saarland und Rheinland-Pfalz, wobei eine Ausbreitung in nördlicher 
Richtung zu beobachten ist (Kluge et al. 1999). Beispielsweise erreichte der Maiszünsler 1995 
den Süden von Bonn (Langenbruch und Szewzyk 1995) und spätestens 1999 die Zülpicher 
Börde und die Köln-Bonner Stromebene (Schmitz et al. 2000 und 2001). Um 1910 wurde der 
Maiszünsler an die Ostküste der USA verschleppt und breitete sich seitdem vor allem west-
wärts, dem „corn belt“ folgend, aus. 1978 waren mehr als 3000 km überwunden und die 
Rocky Mountains erreicht (Showers 1993). 
 
Es existieren zwei äußerlich nicht voneinander unterscheidbare Rassen des Maiszünslers: die 
E- und die Z-Rasse. Die Unterscheidung beruht einzig auf der reziproken Zusammensetzung 
des vom Weibchen produzierten Sexualpheromons 11-Tetradecenyl-Acetat. Während E-
Rasse-Weibchen das Stereoisomer zu einem Prozentsatz von 97:3 in der trans-Form 
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produzieren, wird es von der Z-Rasse im gleichen Verhältnis in der cis-Form gebildet (Klun 
und Brindley 1970, Kochansky et al. 1975). Studien von Glover et al. (1987) zeigen für die E-
Rasse ein Verhältnis von 99:1 und für die Z-Rasse von 2:98 (trans:cis). F1-Weibchen einer 
Hybridpaarung zwischen E-und Z-Rasse zeigten ein Verhältnis von 65:35 (E:Z) (Klun und 
Maini 1979). In Europa findet man in Mais fast ausschließlich die Z-Rasse, so auch in 
Deutschland (Langenbruch et al. 1985). Die E-Rasse ist stärker polyphag und häufig in 
Beifußstängeln (Artemisia vulgaris) minierend anzutreffen. Hodgson (1928) zählte in 
Amerika 319 verschiedene Wirtspflanzen des Maiszünslers, beispielsweise Hopfen, Hirse, 
Hanf, Kartoffel, Zuckerrübe oder Bohne. In Deutschland reicht die E-Rasse in ihrer Verbrei-
tung weiter nach Norden als die Z-Rasse und ist auch im Bonner Gebiet anzutreffen. In Nord-
amerika findet man in Mais hauptsächlich die Z-Rasse, in Kanada und dem Nordosten der 
USA die E-Rasse (Showers 1993). Langenbruch et al. (1985) vertreten die Theorie, dass die 
E-Rasse die ursprünglichere und polyphagere Rasse war. Daraus entwickelte sich die an Mais 
adaptierte und dort vitalere Z-Rasse. 
 
Ist die wirtschaftliche Schadensschwelle (5-10 Eigelege auf 100 Pflanzen) erreicht, stehen 
mehrere Bekämpfungsmöglichkeiten gegen den Maiszünsler zur Verfügung. Allerdings sind 
derartige Maßnahmen hauptsächlich bei Saat- und Körnermais nötig. Langenbruch und 
Lorenz (1991) empfehlen als mechanische Maßnahme gründliches Häckseln und an-
schließendes 20-25 cm-tiefes Unterpflügen der Ernterückstände, um die Überwinterungs-
mortalität der Larven zu erhöhen. Unterpflügen ist jedoch aus Erosionsschutzmaßnahmen 
oder aufgrund zu geringer Bodentiefe oft nicht möglich. Eine chemische Bekämpfung zielt 
auf die frisch geschlüpften Larven, bevor sich diese im Stängel einnisten und dann durch 
Spritzmittel jeglicher Art nicht mehr zu erreichen sind. Für eine effektive Maiszünsler-
bekämpfung ist die Prognose zu Falterschlupf und Eiablage unvermeidlich aber auch zeit- und 
kostenintensiv. Heute werden in Deutschland hauptsächlich synthetische Pyrethroide wie 
Baytroid® (Firma Bayer) verwendet. Biologische Bekämpfungsmethoden beruhen haupt-
sächlich auf zwei Prinzipien: zum einen wird die parasitoide Schlupfwespe Trichogramma 
evanescens eingesetzt. Sie legt dabei ihre Eier in die des Maiszünslers, wobei sich die neue 
Schlupfwespengeneration von den Eiern ernährt. Nachteilig ist wieder der Bedarf einer 
genauen Vorhersage des Maiszünslerflugs. Außerdem kann sich Trichogramma nicht in 
unseren Breiten etablieren und muss immer neu ausgesetzt werden. Die zweite Möglichkeit 
beruht auf der Entdeckung kristalliner, insektizider Proteine aus Bacillus thuringiensis. Diese 
werden in mannigfaltigen Variationen als Spritzmittel beispielsweise gegen den Maiszünsler 
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eingesetzt. Das am häufigsten eingesetzte Bt-Präparat Dipel® enthält fünf Toxine (Cry1Aa, 
Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2A und Cry2B), Sporen und Formulierungsstoffe und ist seit 1976 in 
Deutschland zugelassen. Bt-Spritzpräparate unterliegen jedoch einer raschen UV-Degradation 
und sind abhängig von der Maiszünsler-Flugprognose. Im Blickpunkt dieser Arbeit steht 
jedoch die Maiszünslerbekämpfung durch Bt-Mais und die Beurteilung der Begleitumstände. 
2.3 Bacillus thuringiensis (Berliner) 
Bacillus thuringiensis (Bt) ist ein ubiquitär vorkommendes Bodenbakterium (Martin und 
Travers 1989). Außer im Boden findet man Bt sehr häufig in Insekten (Chaufaux et al. 1997) 
und auf totem Pflanzenmaterial (Smith und Coche 1991). B. thuringiensis wurde zum 1. Mal 
um 1901 in Japan isoliert (Ishiwata 1901), erhielt aber seinen Namen nach der Entdeckung 
eines Bakteriums mit insektizider Wirkung (gegen die Mehlmotte Ephestia kuehniella) in 
Thüringen von Berliner (1911). Er gehört zur Familie der Bacillaceae und ist ein walzen-
förmiges, Gram-positives, sporenbildendes Bakterium mit der Fähigkeit, große kristalline 
Proteineinschlüsse mit insektizider Wirkung während der Sporulation zu produzieren 
(Schnepf et al. 1998). Die effektive und spezifische Wirkung der δ-Endotoxine7 führte zu 
einer derart intensiven Nutzung, dass heute 1-2% aller Insektizide (Baum et al. 1999) und 
90% aller Biopestizide Bt-Produkte sind (Swadener 1994). 1928 wurde Bt zum ersten Mal zur 
Insektenkontrolle verwendet – das zu bekämpfende Schadinsekt war O. nubilalis (Husz 
1929). Die erste kommerzielle Produktion begann 1938 in Frankreich (Lambert und Peferoen 
1992). Bis 1970 war nur eine Wirkung gegen Lepidopteren bekannt, dann kam es zur Ent-
deckung von B. thuringiensis israelensis mit seiner Wirkung gegen Moskitos und Blackflies 
(Goldberg und Margalit 1977). Noch später entdeckte man B. thuringiensis tenebrionis und 
seine Wirkung gegen Coleopteren (Krieg et al. 1983). Zur Vereinfachung ist folgende Gene-
ralisierung hilfreich: B. thuringiensis kurstaki und aizawai wirken am effektivsten gegen 
Lepidopteren, B. thuringiensis israelensis gegen Dipteren und B. thuringiensis tenebrionis 
gegen Coleopteren (Glare und O´Callaghan 2000). Inzwischen sind jedoch auch Stämme mit 
toxischer Aktivität gegen Hymenoptera, Hemiptera, Mallophaga, Nematoda und Protozoa 
bekannt (Rajamohan et al. 1998). Aufgrund des engen Zielspektrums der einzelnen Stämme 
wurde und wird Bt oft als Insektizid im Integrierten Pflanzenschutz verwendet (Falcon 1971). 
Mit derzeit über 170 bekannten δ-Endotoxinen ist die Sachlage heute jedoch komplizierter – 
                                                 
7 neben δ-Endotoxinen produzieren manche Bt-Stämme weitere toxische Substanzen wie (β-) 
Exotoxine, Enzyme, Hämolysine und Enterotoxine 
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laut Glare und O´Callaghan (2000) reagieren 3000 Insekten aus mehr als 15 Ordnungen 
suszeptibel auf mindestens einen Bt-Serotyp8. Suszeptible Insekten sind meist Herbivore, 
selten Carnivore. Es ist schwierig, den Bereich an Insekten einzugrenzen, die auf ein Bt-Isolat, 
-Toxin oder -Serovar reagieren, weil die Information über die jeweilige Toxinstruktur unzu-
reichend ist (Glare und O´Callaghan 2000). 
2.3.1 Wirkweise der δ-Endotoxine 
Bei der Sporulation bildet B. thuringiensis kristalline Einschlüsse, die unter anderem insekti-
zide δ-Endotoxine enthalten. 1973 wurden in den USA Produkte mit β-Exotoxin verboten, da 
dieser Metabolit im Verdacht stand, toxisch auf Säugetiere zu wirken (Krieg und 
Langenbruch 1981). 
 
alkalisches Milieu Proteasen kristallines Toxin                    
(Cry-Toxin) Protoxin Cry1Ab δ-Endotoxin 
 
Abb. 2.1: Schema der Toxinaktivierung im Darm eines suszeptiblen Insekts. 
 
Im alkalischen Milieu des Insektendarms werden durch Auflösung der kristallinen Ein-
schlüsse monomere Protoxine freigesetzt (Abb. 2.1). Eine nachfolgende Degradation der 
Protoxine durch proteolytische Enzyme führt zu den kleineren δ-Endotoxinen (Höfte und 
Whiteley 1989). Diese binden spezifisch an Rezeptoren der Zellmembran im Mitteldarm 
suszeptibler Insekten, was zur Perforation der Membran führt (English und Slatin 1992). Dies 
wiederum führt zu unkontrolliertem Ionenaustausch zwischen den Epithelzellen und dem 
Darmlumen, die Zellen schwellen durch Wassereinfluss an und lysieren. Bei hohen Dosen 
kommt es zum raschen Tod des Insekts (Knowles und Ellar 1987). Eine Inhibition der Fraß-
aktivität tritt schon rasch nach der Toxinaufnahme auf, frisch geschlüpfte Larven sterben 
meist nach 1-2 Tagen. 
                                                 
8 zurzeit kennt man 82 Serotypen (zu 69 Serovaren zusammengefasst), die auf Serotyping durch 
Flagellum-Antigene beruhen, wobei jedoch nicht alle Stämme nach dieser Methode typisiert werden 
können (Lecadet et al. 1999) 
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2.3.2 Transgener Bt-Mais 
Durch die Klonierung (Schnepf und Whiteley 1981) und Einführung von Genen aus dem 
Bodenbakterium B. thuringiensis in Pflanzen sind diese in der Lage, Bt-Toxine zu 
exprimieren, die gegen den Fraß von Schadinsekten schützen (Fischhoff et al. 1987). Bt-Mais 
trägt i.d.R. das Cry1Ab-Gen und ist durch die Expression des entsprechenden, insektiziden 
Proteins vorrangig gegen die Larve des Maiszünslers (Ostrinia nubilalis) geschützt. 
 
2003 stieg bei den insektenresistenten Bt-Sorten der Anteil an der Gesamtanbaufläche für 
Mais weltweit von 22 auf 26%. In Europa wurde Bt-Mais (mit Cry1Ab-Genen) der Firmen 
Novartis (jetzt Syngenta) und Monsanto 1997 bzw. 1998 in Verkehr gebracht. Jedoch gab es 
seit 1998 ein Zulassungs-Moratorium der EU, so dass transgene Pflanzen nur zu Versuchs-
zwecken angebaut werden durften (Ausnahme: Spanien). Die seit Oktober 2002 rechts-
kräftige, neue Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG regelt nun das Inverkehrbringen von GM-
Pflanzen. Vor allem die Festlegung eines Schwellenwertes war umstritten – nun sind 
Lebensmittel mit geringfügigen GMO9-Beimischungen bis 0,9% nach der EU-Verordnung 
1829/2003/EG nicht kennzeichnungspflichtig. Wird ein Antrag auf Inverkehrbringung eines 
GMO gestellt, erstellt eine federführende Behörde (in Deutschland das Robert-Koch-Institut) 
einen Bewertungsbericht. Fällt dieser positiv aus, werden alle anderen EU-Staaten an dem 
Verfahren beteiligt. Nach einem einvernehmlichen Abstimmungsverfahren wird eine 10-
jährige Genehmigung erteilt. Das Moratorium gegen den Anbau transgener Pflanzen wird 
voraussichtlich mit Inkrafttreten der EU-Verordnung 1829/2003/EG im April 2004 beendet – 
derzeit liegen schon 22 Anträge zur Genehmigung vor (Stand: August 2003, 
www.transgen.de). 
 
In der Gentechnik werden typischerweise Gene und Genkonstrukte weit entfernt verwandter 
Organismen in die Kulturpflanze integriert (Regal 1994). Diese neuen Gene werden technik-
bedingt zufällig und ohne die zielpflanzen-spezifischen Promotorsequenzen und Regulator-
gene eingefügt (Antoniou 1996). Derzeit werden meist virale Promotorsequenzen, hauptsäch-
lich der 35S-Promotor des Cauliflower mosaik Virus, benutzt (Schuler et al. 1998). 
 
Bt-Insektizide und Bt-Pflanzen unterscheiden sich in mehreren Punkten (Abb. 2.2). Beim Ein-
satz von Bt-Insektiziden wird eine Mischung aus Sporen und Toxinkristallen appliziert. Zur 
                                                 
9 genetisch modifizierte Organismen 
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insektiziden Wirkung ist ein komplexer biochemischer Aktivierungsprozess vonnöten, in dem 
Sporen und Kristalle synergistisch interagieren (Moar et al. 1990; Gill et al. 1992; Kumar et 
al. 1996). In Bt-Pflanzen (z.B. Event MON 810) wird das Toxin direkt in seiner aktiven Form 
exprimiert (Abb. 2.2). Zudem ist das pflanzlich exprimierte Toxin ungefähr 4 kDa größer, als 
das im Insektendarm aktivierte Cry1Ab-δ-Endotoxin. Diese Unterschiede machen eine er-
neute Risikoabschätzung nötig, da ein anderer Rezeptorbindungsprozess und damit ein verän-
dertes Wirkungsspektrum denkbar sind. 
 
Bt-Insektizid (Cry1Ab) Bt-Pflanze 
Bt-Protein-Kristalle 
und Sporen  
Alkalischer pH 
Enzyme Protoxin 
(130 kDa) 
δ-Endotoxin 
(65 kDa) 
Proteolytische  
Prozessierung 
Bindung an spezifischen Rezeptor 
Porenbidung und Zelllyse 
δ-Endotoxin in der 
Pflanze (69 kDa) 
Bindung an spezi-
fischen Rezeptor 
Porenbidung und Zelllyse 
im Insektendarm 
im Insektendarm 
 
Abb.2.2: Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen Bt-Insektiziden (Sprays) 
und transgenen Bt-Pflanzen (verändert nach Hilbeck 2002). 
 
Aus ökologischer Sicht ist es ebenfalls wichtig zu berücksichtigen, dass mit der Einführung 
von Bt-Pflanzen die Verfügbarkeit von Bt-Toxinen in Agrarökosystemen enorm ansteigen 
würde. Hinzu kommt eine Einarbeitung von Pflanzenteilen in den Boden nach der Ernte. Bt-
Insektizide werden relativ schnell (einige Tage bis 2 Wochen nach Applikation) vor allem 
durch ultraviolette Strahlung inaktiviert, (Ignoffo und Garcia 1978; Behle et al. 1997). Jepson 
et al. (1994) schlagen aufgrund der erhöhten Verfügbarkeit des Bt-Toxins in Verbindung mit 
einer möglichen Änderung der Wirkweise intensive Fütterungs-Biotests mit relevanten 
Organismen vor. 
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Bt-Mais ist in der Vergangenheit in bezug auf Nichtzieleffekte vor allem durch zwei Labor-
studien in den Blickpunkt gerückt. Hilbeck et al. (1998a, b, 1999) fanden bei Florfliegen-
Larven (Chrysoperla carnea, Neuroptera) signifikante Wachstumshemmungen und erhöhte 
Mortalitäten nach Fütterung mit Bt-Mais. Nach Raps et al. (2001) wird das Bt-Toxin jedoch 
nicht im Phloem der Maispflanze transportiert, so dass zumindest Phloemsaftsauger wie 
Blattläuse als Nahrungskettenglied zwischen Mais und Chrysoperla nicht in Betracht kom-
men. Losey et al. (1999) wiesen bei Larven des Monarchfalters, Danaus plexippus L. 
(Lepidoptera: Danaidae) erhöhte Mortalitäten nach Fütterung mit Bt-Pollen (Event Bt 176) 
nach. Aufgrund der kurzen Flugstrecken des relativ schweren Maispollens (EPA 2000b) wur-
den in Freilandversuchen jedoch nur in unmittelbarer Maisfeldnähe Pollenkonzentrationen auf 
der Nahrungspflanze (Seidenpflanze, Asclepias curassavica L.) des Monarchfalters gefunden, 
die toxisch auf die Larven wirken (Wolt et al. 2003). Der Cry1Ab-Gehalt in Pollen anderer 
Maisevents ist so gering, dass kein negativer Effekt befürchtet wird (Sears et al. 2001). 
2.3.2.1     Bt-Mais der Firma Syngenta (Event Bt 176) 
Transgene Maispflanzen der Firma Syngenta mit dem Event Bt 176 wurden nicht für Versu-
che verwendet. Es ist jedoch trotzdem sinnvoll, die Struktur dieser Pflanze zu erklären, da 
Versuche zur Suszeptibilität des Maiszünslers mit dem Escherichia coli-exprimierten Toxin 
gemacht wurden und diese die Aufnahme des pflanzlich exprimierten Toxins simulieren soll-
ten. Der als „Event Bt 176“ bezeichnete genetisch modifizierte Mais der Firma Syngenta 
(ehemals Novartis Seeds) trägt die Eigenschaft zur Expression des Cry1Ab δ-Endotoxins aus 
B. thuringiensis var. kurstaki. Damit ist er gegen Fraß des Maisschädlings O. nubilalis resis-
tent. Der Mais der Inzuchtlinie CG00526 wurde durch Mikroprojektil-Bombardierung trans-
formiert (Sanford et al. 1987). Als genetisches Material zur Expression von Cry1Ab-Protein 
benötigt die Pflanze zum einen die DNA-Sequenzen, die für das Protein kodieren und zum 
anderen die regulatorischen Sequenzen wie Promotor, Terminator oder Enhancer. Die genaue 
Methode wird von Koziel et al. (1993) beschrieben. Den zur Transformation benutzten 
Vektoren liegt das aus E. coli stammende Plasmid pUC18 zugrunde. Yanisch-Perron et al. 
(1985) beschreiben dieses Plasmid ausführlich. Der für die Transformation konstruierte 
Vektor pUC18 enthält neben dem pUC-Ori (origin of replication) des Plasmids pBR 322 
(Chambers et al. 1988) folgende Gene unter prokaryotischen Promotoren: 
1. das prokaryotische Gen bla (ampR), kodierend für β-Lactamase. Die hierdurch vermittelte 
Resistenz gegen das Antibiotikum Ampicillin kann als bakterieller Selektionsmarker 
genutzt werden (Bolivar et al. 1977); 
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2. das lac Z-Gen, kodierend für eine β-Galactosidase. Dieses nicht-funktionelle Gen liefert 
die Restriktionsschnittstellen für das einzuführende Toxingen. 
 
Der Plasmidtransfer zwischen Bakterien bedarf zwei Gruppen plasmidkodierter Gene: die 
Transfer-Gene (tra) und die Mobilisierungs-Gene (mob). Da der benutzte Vektor weder die 
tra-Gene, noch die mob-Gene beinhaltet, können Konjugation und Transfer ausgeschlossen 
werden (Helinski 1985). Über die Prozesse, die zur Integration fremder DNA in chromoso-
male Pflanzen-DNA führen, ist wenig bekannt. Man vermutet, dass die DNA letztlich durch 
einen nicht-homologen Rekombinationsprozess integriert (Paszkowski 1994). Für die Trans-
formation wurden zwei Plasmide benutzt, sie besitzen folgende Gene: 
1. das Plasmid pCIB3064 trägt eine Kopie des bar-Gens, kodierend für eine 
Phosphinothricinacetyltransferase unter der Regulation des 35S Promotors und des 35S 
Terminators des CaMV (Cauliflower mosaic Virus); 
2. das Plasmid pCIB4431 trägt zwei Kopien des synthetisch reduzierten Gens, das für die 
aktive Form des Cry1Ab δ-Endotoxins kodiert. Die erste Kopie des cry1Ab-Gens unter-
liegt der Regulation eines Promotors für ein Phosphoenolpyruvatcarboxylase-Gen aus 
Mais und dem CaMV 35S Terminator. Die zweite Kopie unterliegt der Regulation eines 
Promotors für ein kalziumabhängiges Protein-Kinase-Gen aus Mais und dem CaMV 35S 
Terminator. 
 
Im Folgenden wird die Herkunft und Funktion jeder in die Maispflanze eingeführten Sequenz 
erläutert: 
1. die Sequenzen des von E. coli stammenden Plasmids pUC18 werden in der Pflanze nicht 
exprimiert und haben dort keine Funktion; 
2. eine synthetisch reduzierte Version zur Expression des Cry1Ab-Proteins aus B. 
thuringiensis var. kurstaki (HD1-Stamm). Aus Gründen einer optimalen Expression in 
Mais besteht das exprimierte Protein aus 648 Aminosäuren (AS), wohingegen das natür-
lich vorkommende Protein aus 1155 Aminosäuren besteht. Das pflanzlich exprimierte 
Protein ist in der AS-Sequenz identisch mit den N-terminal-orientierten ersten 648 AS des 
nativen 1155 AS großen Cry1Ab-Proteins. Wie beim nativen Protein bedarf es einer pro-
teolytischen Prozessierung im alkalischen Darm suszeptibler Insekten, um seine insekti-
zide Wirkung zu entfalten. Das Lepidopteren-aktive Protein besteht je nach Prozessierung 
aus 564-578 AS (Höfte et al. 1986); 
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3. das Bialaphos-Resistenz vermittelnde bar-Gen mit 615 Basenpaaren, das ursprünglich aus 
Streptomyces hygroscopicus stammt (Thompson et al. 1987). Es kodiert für eine Phos-
phinothricinacetyltransferase (PAT) und vermittelt dem transformierten Mais eine 
Toleranz gegen Phosphinothricin, den Wirkstoff des Glufosinat-Herbizids (z.B. Basta). 
Das PAT-Protein besteht aus 183 AS und wird während des Transformationsprozesses 
benötigt; 
4. die 35S-Promotor und -Terminatorsequenzen aus dem Cauliflower mosaic Virus dienen 
als Transkriptionsaktivator bzw. als Polyadenylierungssignal (Ow et al. 1987); 
5. der Phosphoenolpyruvatcarboxylase-Promotor stammt aus Mais und bedingt die 
Toxinexpression im grünen Pflanzengewebe (Hudspeth und Grula 1989); 
6. der Promotor des kalziumabhängigen Protein-Kinase-Gens stammt ebenfalls aus Mais und 
bedingt eine pollenspezifische Expression (Estruch et al. 1994); 
7. das Phosphoenolpyruvatcarboxylase-Intron #9 aus Mais stimuliert die Expression des 
cry1Ab-Gens. 
Aus Blättern und Pollen extrahiertes Cry1Ab-Protein hat ein Molekulargewicht von 65 kDa. 
In Blättern (nicht im Pollen) wurden zusätzlich aber auch Cry1Ab-Proteine mit Molekular-
gewichten von ca. 60, 40 und 36 kDa gefunden. Diese Proteine werden als Degradations-
produkte infolge intrinsischer Proteolyse in den Blättern interpretiert. Segregationsanalysen 
belegen, dass die eingeführten Sequenzen auf einem einzigen Locus vorhanden sind. Die 
höchste Expressionsrate herrscht zur Zeit der Anthesis, und beträgt schätzungsweise 8-16 
g/ha. Im Blatt werden maximal 4,4, im Pollen 7,1 und in der gesamten Pflanze 0,6 µg/g 
(Frischgewicht) (ppm) detektiert. In den Maiskörnern liegt die Toxinrate unter der Nachweis-
grenze (Novartis Seeds AG 1994). In den Wurzeln und Stängeln wurde ebenfalls kein 
Cry1Ab nachgewiesen, da es promotorabhängig nur in grünen Pflanzenteilen exprimiert wird 
(Nguyen et al. 2002). 
2.3.2.2     Bt-Mais der Firma Monsanto (Event MON 810) 
Anders als bei Bt 176, exprimiert MON 810-Mais eine verkürzte Form des Cry1Ab δ-Endo-
toxins, die aktiven Regionen blieben jedoch erhalten. Die erste Registrierung datiert aus dem 
Jahr 1996. Das Event 810 wurde ebenfalls durch Mikroprojektil-Bombardierung erzielt 
(Armstrong et al. 1991). Das dazu benutzte Plasmid PV-ZMBK07 ist in Abb. 2.3 dargestellt. 
Die für das Cry1Ab-Protein aus B. thuringiensis var. kurstaki (HD-1) kodierenden Sequenzen 
wurden modifiziert, um die Expressionsrate in der Pflanze zu erhöhen. Zur Regulation wur-
den der CaMV 35S Promotor (Kay et al.1987; Odell et al. 1985) und das hsp70-Mais-Intron 
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(Rochester et al. 1986) verwendet. Als Terminator dient die aus dem Ti-Plasmid von 
Agrobacterium tumefaciens isolierte 3´ nichttranslatierte Region des Nopalin Synthase 
(NOS)-Gens. Sie terminiert die Translation und bewirkt die Polyadenylierung der mRNA. 
Auf dem Plasmid liegt außerdem die kodierende Sequenz für eine Neomycin-
Phosphotransferase (nptII) (Beck et al. 1982), die als bakterieller Selektionsmarker eine Iden-
tifizierung der transformierten Maiszellen ermöglicht. Die cry1Ab kodierende Sequenz liegt 
im Maisgenom als Einzelkopie vor, wohingegen die nptII-Sequenz nicht integriert wurde. 
 
 
 
Abb. 2.3: Zur Herstellung von Bt-Mais, Event MON 810 
benutztes Plasmid (Armstrong et al. 1991). 
2.3.3 Resistenz 
Bei Pflanzen, die einen einzigen Bt-Toxintyp kontinuierlich exprimieren, ist die Gefahr einer 
Resistenzentwicklung des Schadinsekts größer, als bei einer multiplen Toxinexpression. Bt-
Sprays wurden Jahrzehnte lang verwendet, ohne dass sich im Feld Resistenzen entwickelten10. 
Diese Tatsache ist jedoch der geringen Persistenz des Toxins infolge der zeitlich begrenzten 
Anwendung zu verdanken (Roush 1994). Um eine Resistenz im Fall eines langjährigen groß-
flächigen Anbaus so lange wie möglich herauszuzögern, und Bt als wichtige Alternative in 
der Insektenbekämpfung zu erhalten, wurden Strategien zum sog. Resistenzmanagement 
(IRM11) entwickelt. Unter der Voraussetzung, dass es sich bei einer entwickelnden Resistenz 
                                                 
10 einzige Ausnahme ist Plutella xylostella, bei der sich eine Resistenz gegen Bt-Sprays in nahezu 
allen tropischen Gebieten entwickelte (Tabashnik 1994; Perez und Shelton 1997) 
11 IRM: Insect Resistance Management 
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um eine rezessiv vererbte Resistenz handeln würde12, werden vor allem Refugien mit nicht-
transgenem Mais diskutiert (Gelernter 1997; Roush 1997). In solchen Refugien sollen sus-
zeptible Maiszünsler die Möglichkeit zur Entwicklung erhalten, um sich dann mit den 
Maiszünslern zu kreuzen, bei denen sich eine Resistenz entwickelt hat. Die in bezug auf das 
Resistenzallel heterozygoten Nachkommen wären dann wieder suszeptibel für das nach Mög-
lichkeit in hohen Dosen (Roush 1996; Gould 1998) exprimierte Toxin (high dose-refuge 
strategy). In den USA sind solche Refugien zur Zeit die Strategie der Wahl. Für Mais werden 
mindestens 20% nicht-transgene Pflanzen für nötig befunden (Andow und Hutchison 1998). 
Eine weitere Strategie zur Resistenzvermeidung ist eine sog. Genpyramide aus zwei oder 
mehreren Toxingenen. Hiermit könnte der Bedarf an Refugien auf bis zu 10% reduziert 
werden (Roush 1998). Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden noch keine Anzeichen einer 
Resistenzentwicklung gefunden, was darauf hindeutet, dass die Anwendung der 
Refugiumsstrategie bisher funktioniert (Fox 2003). 
2.3.4 Bt-Toxin im Boden 
Kenntnisse über das Schicksal von Bt-Toxin im Boden sind essentiell zur Klärung der Frage, 
in welchem Ausmaß Bodenlebewesen wie Collembolen und Milben, aber auch Bodenmikro-
organismen dem Toxin ausgesetzt werden und welche Konsequenzen daraus resultieren. Bt-
Proteine gelangen über mehrere Wege in den Boden. Proteine, Nährstoffe und Mineralien, die 
in den Wurzeln enthalten sind, erreichen den Boden über natürliche Prozesse wie Gewebe-
degradation und Ausscheidung (Abb. 2.4). Die Gesamtkohlenstoffrhizodeposition wird mit 
ca. 20% Pflanzentrockenmasse angegeben, was je nach Kultur 1-50 g pro Quadratmeter und 
Tag oder ca. 2000 kg pro Hektar und Jahr ausmachen kann (Gisi 1990). Saxena et al. (1999) 
konnten zeigen, dass Bt-Mais während seiner gesamten Vegetationsperiode Cry1Ab-Toxin 
über die Wurzeln in den Boden exsudiert13. Zusätzlich gelangen Bt-Toxine über Einarbeitung 
von Pflanzenmaterial nach der Ernte in den Boden (Tapp und Stotzky 1998). Infolge dessen 
findet man im Boden zahlreiche verschiedene Proteine aus zersetztem Pflanzenmaterial. Im 
Normalfall werden diese Proteine rasch degradiert und dienen so Bodenmikroorganismen als 
Nährstoffe. Geringe Mengen des Toxins können an oberflächenaktive Bodenpartikel wie 
Tonminerale und Huminsäuren binden (Tapp et al. 1994) und dadurch einem mikrobiellen 
                                                 
12 je höher die Mortalität heterozygot resistenter Tiere ist, desto länger kann eine Resistenz 
herausgezögert werden (Roush 1997) 
13 Exsudate (einschließlich Sekrete) sind Stoffwechselprodukte, die aktiv oder passiv aus dem 
Symplast von Wurzelzellen ausgeschieden werden (Gisi 1990). 
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Abbau entgehen. Nach Palm et al. (1996), Sims und Holden (1996) und Donegan und Seidler 
(1999) persistieren auch Bt-Proteine nicht sehr lange im Boden und werden innerhalb einiger 
Wochen abgebaut. Für Reintoxine bzw. eingearbeitete Biomasse wurden Halbwertszeiten von 
8-17 Tagen und 2-41 Tagen gefunden. Das kristalline δ-Endotoxin wird im Boden durch 
Mikroorganismen innerhalb von 1-3 Monaten degradiert (Pruett et al. 1980, West 1984). An-
dere Veröffentlichungen weisen auf eine relativ hohe Persistenz hin. Nach 180 Tagen wurde 
noch insektizide Aktivität (Biotests) in Böden gefunden (Saxena und Stotzky 2001a). Nicht-
sterile Böden mit Reintoxin (Bt kurstaki) zeigten noch nach 234 Tagen Aktivität gegen die 
Larven des Tabakschwärmers Manduca sexta (Tapp und Stotzky 1998). Sollten Bt-Toxine aus 
Bt-Pflanzen durch Bindung an Bodenpartikel akkumulieren, erhöht sich die Exposition von 
Bodenarthropoden wie Collembolen oder Milben (Romeis et al. 2003). Zusätzlich können 
diese Bodenarthropoden indirekt beeinflusst werden, falls Bt-Toxine in der Lage sind, die 
Zusammensetzung der mikrobiellen Bodengemeinschaft zu verändern (Seastedt 1984, 
Donegan et al. 1997), oder falls die Nutzung von Bt-Mais Änderungen in der landwirtschaft-
lichen Praxis bedingt (Bitzer et al. 2002, Dale et al. 2002). 
 
 
 
Wurzeln 
CO2 
Humus mikrobielle Metaboliten 
Exsudate 
Sekrete 
Diffusate 
abgestorbene 
Zellen 
Mucilate 
Lysate 
MO 
 
Abb. 2.4: Abgabe von Kohlenstoffverbindungen durch die Wurzel 
im Boden und deren Umwandlungen (MO = Mikroorganismen), 
(Gisi 1990). 
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2.4 Collembolen als Testorganismen 
Die artenreiche, weltweit verbreitete und massenhaft auftretende Gruppe der Collembolen (1-
5 Individuen/cm3, Wehner und Gehring 1995) ist aufgrund ihres Vorkommens in allen Kli-
mazonen ein idealer Kandidat für toxikologische Testverfahren zur Prüfung der Schadstoff-
wirkung auf Organismen der bodennahen Vegetation, der Streuschicht und des Mineralbodens 
(Achazi et al. 2000). Die meisten Untersuchungen erfolgten mit Schwermetallen und Pesti-
ziden. Aufgrund der direkten Exposition gegenüber exsudiertem Bt-Toxin und Bt-Pflanzen-
material, vor allem nach der Ernte, müssen Collembolen ebenfalls bei der Beurteilung der 
Risiken von Bt-Pflanzen für Nichtzielorganismen Berücksichtigung finden. 
 
Collembolen sind primär flügellose (Apterygota), weichhäutige Kleinarthropoden mit einer 
Länge zwischen 0,2 und 10 mm und zählen zu den sog. Urinsekten (Jakobs und Renner 1988; 
Hopkin 1997). Sie besitzen ein viergliedriges Antennenpaar und kauende, manchmal auch 
stechend-saugende Mundwerkzeuge. Die Komplexaugen können bei ausschließlich im Boden 
lebenden Arten oft vollständig fehlen. Das Abdomen ist auf 6 Segmente reduziert und trägt 
das morphologisch auffälligste Merkmal, den Sprungapparat. Dieser besteht aus Furca (4. 
Segment) und Retinaculum (3. Segment), wird zur fluchtartigen Fortbewegung (Sprünge bis 
zu 50 cm) verwendet und führte zum Trivialnamen „Springschwanz“. 
 
Die Hauptfunktion der Bodenfauna insgesamt besteht in der strukturellen Dekomposition von 
Pflanzenstreu als Vorbereitung für die Mineralisierung durch die Mikroorganismen 
(Bakterien, Pilzhyphen) und damit in der Nährstoffbereitstellung für Pflanzen bzw. der Ver-
besserung der Bodenfruchtbarkeit. Diese Arbeit wird durch die verschiedenen Nahrungs-
gilden geleistet: während die Makrophytophagen (Primärzersetzer), z.B. Lumbriciden und 
Asseln, unzersetztes Pflanzenmaterial zerlegen, konsumieren die Sekundärzersetzer 
(Humiphage und Saprophage) stark zerkleinerte Pflanzensubstanz im Boden. Die auf dem 
zersetzten Material wachsenden Bakterien und Pilze werden wiederum von Mikro-
phytophagen (Bakteriophagen, Myzetophagen) abgeweidet (Achazi et al. 2000). Die meisten 
Collembolenarten werden der Gilde der Sekundärzersetzer oder der Mikrophytophagen zuge-
rechnet (Weigmann 1993). 
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Als Modellorganismus diente in dieser Arbeit Folsomia candida Willem (Isotomidae). Diese 
Collembolenart ist bereits ein vielgenutzter Organismus bei ökotoxikologischen Unter-
suchungen zu Pestiziden (Riepert und Kula 1996). F. candida lebt in Wald-, Wiesen- und 
Ackerböden sowie an Ruderalstellen und ist damit ungewöhnlich anpassungsfähig. Folsomia 
ist leicht züchtbar. Wegen der unter Laborbedingungen parthenogenetischen Vermehrung14 
braucht bei der Zucht (und bei Reproduktionstests) keine Rücksicht auf das Geschlechter-
verhältnis genommen zu werden, da in der Regel ausschließlich Weibchen entstehen (Wehner 
und Gehring 1995). Wie bei vielen im Boden lebenden Arten ist auch bei F. candida die 
Sprunggabel reduziert. F. candida ernährt sich von abgestorbenem Pflanzenmaterial, das von 
Mikroorganismen kolonisiert wird (van Amelsvoort und Usher 1989). Demnach zählen sie, 
wie die meisten Collembolenarten zu den Saprophagen15 (Gisi 1990) Durch den ständigen 
Fraßdruck auf die Mikroorganismen (grazing) und durch die Oberflächenvergrößerung beim 
Zerkleinern der Streu (wichtig für die erneute mikrobielle Besiedlung) leistet F. candida einen 
bedeutenden Beitrag zur Rückführung von Nährstoffen aus der pflanzlichen Biomasse 
(Seastedt 1984; Hopkin 1997). Diese wichtige Bedeutung und die intensive Exposition 
gegenüber im Boden vorhandenen Bt-Toxinen machen F. candida zu einem wichtigen 
Bestandteil der Begleitforschung zu Bt-Mais. 
 
                                                 
14 unisexuelle Fortpflanzung durch unbefruchtete Eier 
15 Saprophage ernähren sich von abgestorbenem Material. Saprophytophage besiedeln totes 
pflanzliches Material, so auch F. candida 
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3. Material und Methoden 
3.1 Verwendete Pflanzen 
Für folgende Versuche wurden Hybridmaissorten der Firma Monsanto (Tab. 3.1) verwendet: 
 
1. Collembolen-Modelltestsystem 
2. Collembolen-Reproduktionstest auf Pflanzenmaterial 
3. Freilandversuche zur Collembolen- und Milbenabundanz 
4. DMSO-Umsatz im Freiland 
 
Tab. 3.1: Beschreibung der verwendeten Versuchspflanzen. 
 
Sorte Saatguthersteller Event Beizung16 Produktionsort Partienummer 
Novelis Euralis GmbH MON 810 TMTD, Mercapto-
dimethur, Zn, Mn 
Chile F0440P8A1992 
Nobilis Euralis GmbH (isogene Ver-
gleichsorte) 
Fluodioxinil, 
Metalaxyl 
Frankreich F0440W922502 
Die durchschnittlichen Cry1Ab-Konzentrationen der Versuchspflanzen sind in Tabelle 3.2 
dargestellt. 
Tab. 3.2: Mit ELISA ermittelte Cry1Ab-Konzentrationen in Bt-Mais, 
Event MON 810. Die Mittelwerte resultieren aus 18 Feldversuchen der 
Firma Monsanto in den USA und Europa in den Jahren 1994-1996. 
Pflanzenteil Cry1Ab-Konzentration 
[µg/g Frischgewicht] 
Standardabweichung 
Blatt 9,76 0,81 
Pflanze gesamt 4,29 0,36 
Pollen 0,09 - 
Korn 
Wurzel17 
0,46 
4,2 
0,12 
- 
                                                 
16 TMTD (Wirkstoff Thiram) ist ein Fungizid, Mercaptodimethur (Wirkstoff Methiocarb) ein 
Insektizid, Molluskizid, und Wildschadenverhütungsmittel, die Wirkstoffe Fluodioxinil und Metalaxyl 
werden als Fungizid verwendet. 
17 zusätzliche Information nach Nguyen et al. (2002) 
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3.2 Verwendete Böden 
Alle akuten Toxizitäts- und Reproduktionstests wurden mit LUFA18 2.1 Standardboden 
durchgeführt (Tab 3.3). 
 
Tab. 3.3: Analysenbefund für den Standardboden LUFA 2.1 gemäß GLP (Mittelwerte 
verschiedener Chargenanalysen gemäß GLP ± Standardabweichung. Alle Werte sind 
auf die Trockenmasse bezogen) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LUFA Standardboden Typ 2.1 
Chargen-Nummer (Sp=gelagert) Sp 210501 und Sp 213301  
Entnahmedatum 29.01.2001 und 16.08.2001  
Organischer C-Anteil in % 0,51 ± 0,08 
Abschlämmbare Teile (< 0,02 mm in %) 5,9 ± 1,9 
pH-Wert (0,01 M CaCl2) 5,5 ± 0,4 
Kationenaustauschkapazität (mval/100g) 5 ± 0 
Korngrößenanalyse nach DIN (%)  
< 0,002 mm 2,2 ± 1,2 
0,002 – 0,006 mm 0,9 ± 1,0 
0,006 – 0,02 mm 2,8 ± 0,3 
0,02 – 0,063 mm 5,3 ± 0,3 
0,063 – 0,2 mm 24,8 ± 2,4 
0,2 – 0,63 mm 60,7 ± 3,4 
0,63 – 2,0 mm 3,4 ± 0,5 
Bodenart Sand 
Korngrößenanalyse nach USDA (%)  
< 0,002 mm 2,2 ± 1,2 
0,002 – 0,05 mm 8,2 ± 0,6 
0,05 – 2,0 mm 89,6 ± 1,8 
Bodenart Sand 
maximale Wasserkapazität (g/100 g TM) 26 ± 2 
Schüttvolumen (g/1000 ml) 1523 ± 61 
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Die Verwendung von Standardböden hat wesentliche Vorteile. Wichtige Bodenparameter wie 
pH-Wert, Anteil des organischen Kohlenstoffs oder Wasserkapazität bleiben konstant. Des 
weiteren bietet sie langjährige Verfügbarkeit und gewährleistet daher die Vergleichbarkeit 
auch späterer Versuche. Dieser Boden ist nicht aus Einzelkomponenten zusammengemischt, 
sondern ein natürlich entstandener Boden von ausgesuchten Flächen, die aktuell landwirt-
schaftlich genutzt werden und mindestens 5 Jahre vor der Probenahme nicht mit Pflanzen-
schutzmitteln, biozid wirkenden Düngern oder organischem Dünger (außer auf den jeweiligen 
Flächen gewachsene Gründüngung) behandelt wurden. Mineralische Düngemittel werden 
höchstens bis 3 Monate vor der Bodenentnahme angewendet. Die Böden werden normaler-
weise aus 0-20 cm Tiefe entnommen, fertig aufbereitet und auf 2 mm gesiebt. Die Entnahme 
erfolgt gemäß ISO 10381-6 (1993) und GLP (Gute Laborpraxis). 
 
Der Akute Toxizitätstest mit MVP®II als Toxin wurde zur Simulation des schlimmst-
möglichen Falls (worst case scenario) zusätzlich mit Quarzsand (Firma Tebbe-Neuenhaus, 
Bottrop-Kirchhellen) als Matrix durchgeführt. Quarzsand (SiO2) bietet keine Bindungsstellen 
für das verwendete Toxin, somit ist das Toxin in der gesamten applizierten Menge für den 
Testorganismus verfügbar. Das erste Modell-Testsystem wurde mit Einheitserde der Firma 
Floragard, Oldenburg durchgeführt. Im Gegensatz zu dem beschriebenen 2.1 Standardboden 
ist diese Erde sehr humusreich und besitzt einen hohen Anteil an organischem Kohlenstoff. 
Dadurch bieten sich dem jeweils eingesetzten Toxin viele Möglichkeiten zur Bindung und die 
Verfügbarkeit des Toxins für den eingesetzten Testorganismus wird vermindert. Die beiden 
letzten Modellversuche wurden mit einem Gemisch aus Lufa 2.1-Standardboden und Quarz-
sand-Quarzkies (Firma Tebbe-Neuenhaus, Bottrop-Kirchhellen, Korngröße ≤ 3mm) in einem 
Verhältnis von 70:40 g durchgeführt. 
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3.3 Verwendete Toxine 
Für die beschriebenen Toxizitätstests mit F. candida bzw. O. nubilalis wurden insgesamt vier 
verschiedene Toxine verwendet. Alle Toxine sind ursprünglich Cry1A δ-Endotoxine aus B. 
thuringiensis var. kurstaki und besitzen eine insektizide Wirkung. 
3.3.1 MVP®II (Mycogen Corporation) 
Das als Spritzpräparat eingesetzte MVP®II-Bioinsektizid (EPA Registrierungsnummer: 
53219-12) beinhaltet zu 20% Cry1Ac δ-Endotoxin aus B. thuringiensis var. kurstaki in 
abgetöteten und fixierten Pseudomonas fluorescens-Zellen. MVP®II ist im Vergleich zum 
Vorgängerprodukt MVP® doppelt so hoch konzentriert. Die Konzentration an Cry1Ac-Protein 
betrug 215,7 mg/ml. Für die Versuche wurden geeignete Verdünnungen mit destilliertem 
Wasser hergestellt. 80% der Inhaltstoffe bestehen aus Formulierungsstoffen. Angaben über 
die Zusammensetzung dieser Formulierung unterliegen dem Firmengeheimnis. 
3.3.2 Cry1Ab δ-Endotoxin (Firma Syngenta), Event Bt 176 
Von der Firma Syngenta wurde Cry1Ab δ-Endotoxin zur Verfügung gestellt. Es handelt sich 
hierbei nicht um Protein, das aus der transgenen Pflanze extrahiert wurde. Stattdessen wurde 
E. coli als Expressionswirt verwendet. Hierbei handelt es sich um ein Protoxin, eine nach-
trägliche Trypsinisierung fand also nicht statt. Eventuelle Unterschiede zwischen dem in E. 
coli und von der Pflanze heterolog exprimierten Proteins wurden von der Firma Syngenta 
nicht mitgeteilt. Die Konzentration des gelieferten Protoxins betrug 0,1 mg Cry1Ab/ml. 
3.3.3 Cry1Ab δ-Endotoxin (Firma Monsanto), Event MON 810 
Wie auch der transgene Bt 176-Mais trägt MaisGard®19 mit dem Event MON 810 (Firma 
Monsanto) die Eigenschaft zur Expression des Cry1Ab δ-Endotoxins aus B. thuringiensis var. 
kurstaki. Damit ist die Pflanze gegen Fraßschäden des Maiszünslers, des „Southwestern corn 
borers“ (Diatraea grandiosella) und des „Pink borers“ (Sesamia cretica) geschützt. 
                                                 
19 MaisGard® ist eine registrierte Handelsmarke der Firma Monsanto und wird für den europäischen 
Markt verwendet. Auf dem US-amerikanischen Markt ist der Handelsname YieldGard®. 
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Das für die Toxizitätstests verwendete Reintoxin wurde von der Firma Monsanto zur Verfü-
gung gestellt. Hierbei handelt es sich wiederum um E. coli-exprimiertes Toxin. Nach der 
Fermentation wurde das komplette Cry1Ab-Protein (Protoxin) bei einem hohen pH-Wert 
unter der Anwesenheit von Proteaseinhibitoren und einem reduzierenden Agens bei 4°C 
gelöst. Das gelöste Protein wurde durch Zentrifugation abgetrennt und über mehrere Tage mit 
Trypsin bei 4°C behandelt, bis ca. 90% des Protoxins zu einem trypsin-resistenten 
Kernprotein verdaut waren. Dieses Kernprotein wurde in einem 50 mM Karbonat/ 
Bikarbonat-Puffer (50 mM NaCl) bei einem pH-Wert von 10,25 und einer Temperatur von     
-20°C bis zum Gebrauch gelagert. Die Konzentration des gelieferten Toxins betrug 3,21 mg 
Cry1Ab/ml Puffer. Bei Prüfung der funktionellen Aktivität des Toxins wurde eine 80%ige 
Mortalität des Maiszünslers bei 50 ppm gefunden (entspricht einem LC80 von 0,161 µg/ml) 
(schriftliche Mitteilung der Firma Monsanto). 
 
Lee et al. (1995) zeigten eine physikochemische und funktionelle Äquivalenz zwischen dem 
E. coli-produzierten und dem pflanzlich exprimierten (Event MON 810) Protein. Beide 
Proteine weisen ein identisches Molekulargewicht auf (SDS-PAGE, Western Blot, ELISA). 
Vom N-Terminus aus ist die Aminosäuresequenz identisch, beide Moleküle werden nicht 
glykosyliert und zeigen Bioaktivität gegen den Maiszünsler und den Corn Earworm (EPA 
2000a). 
3.3.4 Cry1Ab δ-Endotoxin (SLFA Neustadt/Weinstraße) 
Aufgrund der durch die Firmen Monsanto und Syngenta begrenzten Toxin-Mengen wurde das 
Cry1Ab-Protein seit dem Jahr 2001 im Rahmen des BMBF-geförderten Forschungsverbundes 
„Sicherheitsforschung und Monitoringmethoden zum Anbau von Bt-Mais“ zentral für den 
gesamten Verbund von der SLFA (Staatliche Lehr- und Forschungsanstalt für Landwirtschaft, 
Weinbau und Gartenbau, SG Biotechnologischer Pflanzenschutz) produziert. Hierbei handelt 
es sich ebenfalls um Protein das in einem rekombinanten E. coli-Stamm exprimiert wird. 
Hierzu wurde das Expressionsplasmids pMP verwendet (Masson et al. 1989). Wie das 
Monsanto-Protein auch, wurde das SLFA-Protein nach seiner Expression trypsinisiert und 
somit auf ein trypsin-resistentes Kernprotein verkürzt. Ein Schema der Proteinbehandlung ist 
in Abb. 3.1 dargestellt. Das Toxin (Konzentration: 25 mg/ml) wurde in CAPS-Puffer bei pH 
10,5 in Eppendorf-Gefäßen bei –20°C gelagert. Bei Bedarf wurden geeignete Verdünnungs-
stufen hergestellt und bei 4°C gelagert. 
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pMP / E. coli HB 101: TB-Medium mit Ampicillin 
Kristallbildung 
Lysieren der Zellen 
French Press alternativ Lysozym 
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung der präparativen Expression des Cry1Ab 
(Vogel et al. 2002). 
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3.4 Freilandversuchsflächen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hof Straße 
ca. 500 m 
Schlag Ost 
Schlag West 
Abb. 3.2: Lage der beiden Maisschläge zueinander (nicht maßstabsgerecht). 
 
Die Untersuchungen zu Collembolen- und Milben-Abundanzen im Jahr 2002 sowie die 
Bodenprobenahmen für die DMSO-Untersuchungen wurden auf zwei Versuchsflächen im 
Freiland durchgeführt (Abb. 3.2). Diese Versuchsflächen wurden hauptsächlich für Versuche 
im Rahmen eines weiteren BMBF-Projekts (10312631c) angelegt. Beide befanden sich in 
Nachbarschaft zueinander im Raum Bonn-Rheinbach auf einer Höhe von 194 m über N.N. 
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Abb. 3.3: Verteilungsmuster der verschiedenen Varianten der Maisbew
Freilandversuch 2002 (randomisiertes Blockdesign). Auf zwei benach
gab es insgesamt je acht isogene (Iso), Bt- und Insektizid (Ins)-Parzellen. 
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Der Versuch umfasste drei verschiedene Varianten der Mais-Bewirtschaftung in einem 
randomisierten Blockdesign (Abb. 3.3). Die erste Variante war transgener Bt-Mais der Sorte 
Novelis (Event MON 810, Firma Monsanto). Als Kontrollvariante wurde nicht-transgener 
Mais der isogenen Sorte Nobilis verwendet (Iso). Zusätzlich dazu wurde als dritte Variante 
die Sorte Nobilis angebaut, die am 13.07.2002 zusätzlich mit dem Insektizid Baytroid® (Firma 
Bayer, Aufwandmenge: 750 ml/ha) behandelt wurde (Ins). Diese Variante diente als 
realistische Kontrolle zur Bt-Variante, da bei einem Maiszünslerbefall, der die wirtschaftliche 
Schadensgrenze erreicht, eine derartige Bekämpfung als übliche Praxis gilt. Die erste 
Versuchsfläche hatte bei einer Länge von 248 und einer Breite von 182 Metern eine Größe 
von 4,514 ha. Dieser Schlag war in 15 Parzellen unterteilt. Die zweite Fläche maß 3,31 ha 
(186 m Länge, 178 m Breite) und war in 9 Parzellen unterteilt. Eine Parzelle hatte eine Größe 
von 0,243 ha (54 x 45 m), der Reihenabstand betrug 75 cm bei einem Saatabstand von 17 cm 
in der Reihe. In einer Parzelle wuchsen also ca. 19000 Maispflanzen. Jede Variante war ins-
gesamt auf 8 Parzellen vertreten, es gab also je 8 Wiederholungen. Im Jahr 2001 waren die 
Parzellen „Iso 1“ und „Ins 1“ vertauscht. Ansonsten wurde in beiden Jahren exakt dieselbe 
Variante auf jeder Parzelle kultiviert. Damit war die Möglichkeit zur Akkumulation des 
Cry1Ab-Toxins im Boden gewährleistet. Mögliche Effekte könnten so im zweiten und dritten 
Jahr der Untersuchungen verstärkt auftreten. 
3.5 Collembolen (Collembola) 
Collembolen (Springschwänze) gehören mit den Milben zu den häufigsten Vertretern der 
bodenlebenden, zersetzenden Arthropoden-Fauna und gelten als die bedeutungsvollsten 
Mikroarthropoden (Länge ≤ 4 mm) (Dunger 1983).  
3.5.1 Aufzucht und Haltung 
Die Aufzucht von F. candida erfolgte in handelsüblichen Kunststoffgefäßen (∅ 10 cm, Höhe 
5 cm, Firma Roth) mit perforiertem Deckel (Abb. 3.4). Diese wurden im Dunkeln gelagert, da 
F. candida als Bewohner des Edaphons lichtempfindlich ist. Die Temperatur betrug ca. 22°C 
– bei höheren Temperaturen wird die Reproduktionsrate stark erniedrigt. Der Boden der 
Gefäße wurde mit einer ca. 0,5 cm dicken Schicht eines Gips-Aktivkohlegemischs (25:1 Ge-
wichtsanteile) ausgegossen (100 g des Gemischs wurden 150 ml Wasser zugefügt). Die Bei-
mengung von Kohle erhöht den Kontrast des Bodens zu den Tieren. Dadurch sind die hellen 
Collembolen besser sichtbar. 
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Außerdem adsorbiert der Kohleanteil 
Ausscheidungsprodukte, und die Ein-
schätzung des Feuchtezustands an-
hand der Farbintensität wird erleich-
tert. Diese Matrix wurde stets mit 
Wasser annähernd gesättigt. Die 
Tiere wurden wöchentlich mit 20-40 
mg granulierter Bäckerhefe gefüttert. 
Um ein Verschimmeln der Zuchtge-
fäße und die Sporulation der Hefe zu 
vermeiden, wurden die Collembolen 
wöchentlich in ein frisches Gefäß 
Abb. 3.4: Zucht von Folsomia candida 
 
überführt. Hierfür wurde ein Exhaustor verwendet (Dunger und Fiedler 1989). Benutzte Ge-
fäße und Gips-Aktivkohleplatten wurden abgewaschen und 1 Tag im Trockenschrank bei 
70°C getrocknet. Diese Maßnahmen waren ausreichend, um Krankheiten oder Verpilzung zu 
vermeiden. Außerdem induziert der Transfer der Collembolen in ein frisches Gefäß oft die 
Eiablage (ISO 11267, 1999). Als Ablageort ihrer Eier diente den Collembolen ein Bruchstück 
der Gips-Aktivkohlematrix. Das Bruchstück mit den Eiern wurde in ein neues Zuchtgefäß 
überführt und 2 mal wöchentlich auf Schlupf untersucht. 3-6 Tage nach Eiablage schlüpfen 
die Jungtiere, abhängig von der Temperatur. Um ein Schlüpfen späterer Tiere zu verhindern, 
wurden die übrigen Eier mit einem feinen Pinsel entfernt. Somit erhält man Testorganismen 
gleichen Alters. 
3.5.2 Bestimmung der maximalen Wasserkapazität der Versuchserde 
Für die Durchführung der Toxizitätstests ist die Kenntnis der maximalen Wasserkapazität der 
verwendeten Erde erforderlich. Außer zur Bodencharakterisierung werden diese Werte zur 
Einstellung der Bodenfeuchte vor der Applikation der Toxinlösung benötigt. Die maximale 
Wasserkapazität gibt an, wie viel Wasser eine gestörte Bodenprobe gegen die Schwerkraft zu 
halten vermag. Zur Bestimmung der maximalen Wasserhaltekapazität werden 50 g natur-
feuchtes und gesiebtes Bodenmaterial (bzw. Quarzsand) nach vorheriger Tarabestimmung in 
eine Glasfritte eingewogen. Um den Boden etwas zu verdichten, wird das Gefäß einige Male 
leicht auf eine Tischfläche gestoßen. Dann wird es in ein Wasserbad gestellt, wobei der 
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Flüssigkeitsspiegel ungefähr bis zur Schütthöhe des Bodenmaterials reichen sollte. Nach voll-
ständiger Sättigung des Bodens mit Wasser (ca. 1 Stunde) wird das Gefäß zum Wasserablauf 
für 3 Stunden auf ein wassergesättigtes Sandbad gestellt. Danach wird der Wassergehalt der 
Bodenproben durch Wiegen bestimmt. Dieser stellt die maximale Wasserkapazität des 
Bodens bei Laborbedingungen dar und wird in g Wasser * 100 g-1 angegeben (Schinner et al. 
1993). 
3.5.3 Automatische Bildauswertung 
Aufgrund der hohen Individuenanzahl wurden die Versuche zur Reproduktion von F. 
candida, sowie die Modellversuche mit Hilfe automatischer Bilderfassung ausgewertet. Die 
aufgeschwemmten Collembolen wurden mit einer Kamera (Scanalyzer®) aufgenommen. Der 
Scanalyzer® ist ein automatisches Auswertesystem für biologische Tests, das auf digitaler 
Bilderfassung und -analyse beruht (Firma Lemnatec, Würselen). Das rechteckige Auf-
schwemmgefäß entsprach in seinen Maßen (L x B x H = 7,5 x 5,5 x 7 cm) dem maximalen 
Bildausschnitt der Kamera. Um den Kontrast zu erhöhen wurde dem Wasser blaue Tinte bei-
gefügt (ca. 1 ml). Die Tinte verursachte kein Absinken der Collembolen durch Verringerung 
der Oberflächenspannung. Die Bilder wurden mit der Collembolen-Software (Lemnatec 
Collembola-Software®) bearbeitet, indem die Collembolen gegenüber anderen Objekten sowie 
dem Hintergrund abgegrenzt wurden. Somit konnte letztlich die Zahl der aufgeschwemmten 
Collembolen bestimmt werden. 
3.5.4 Akuter Toxizitätstest 
Zur Ermittlung der akuten Toxizität der untersuchten Toxine wurden jeweils 10 Individuen 
der Art F. candida im Alter von 10-12 Tagen benutzt. Als Testgefäß dienten Schnappdeckel-
gläser mit einem Volumen von 23 ml (∅ 22 mm). Jedes Glas enthielt jeweils 4 g trockene 
Erde bzw. Quarzsand. Darauf wurde der Konzentration entsprechend die jeweilige Menge an 
gelöstem Toxin appliziert. Für den Test auf Akute Toxizität wurden das Präparat MVP®II mit 
dem δ-Endotoxin Cry1Ac als Wirkstoff und die beiden trypsinisierten Cry1Ab-δ-Endotoxine 
der Firma Monsanto und der SLFA (Neustadt/Weinstraße) verwendet. In Tabelle 3.4 sind die 
Anzahl der Konzentrationen und Versuche, sowie die höchste verwendete Konzentration für 
alle Toxizitätstests mit Collembolen dargestellt. Um für jeden Ansatz die gleiche Feuchtigkeit 
zu gewährleisten, wurde zusätzlich entsprechend viel Wasser zugefügt, um 60% der maxi-
malen Wasserkapazität zu erhalten. Danach wurde der feuchte Boden mit einem Spatel 
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verrührt, um eine krümelige Matrix zu schaffen, in der sich die Collembolen bewegen 
konnten. Als Futter diente jeweils eine Spatelspitze granulierter Bäckerhefe. Zuletzt wurden 
die Collembolen eingesetzt. Tiere gleichen Alters wurden aus der Zucht entnommen und mit 
Hilfe eines Exhaustors in das Testgefäß überführt. Vor der Überführung wurden die ange-
saugten Tiere gezählt und auf eventuelle Schäden überprüft, verletzte oder tote Tiere wurden 
ersetzt. Die Collembolen wurden 7 Tage lang im Dunkeln bei 20°C im Thermokonstantraum 
gehalten und die Testgefäße einmal täglich belüftet. 7 Tage später wurde der Test beendet, 
indem die Gläser mit Wasser ausgespült und der Inhalt in ein Becherglas (200 ml) entleert 
wurde. Aufgrund ihrer hydrophoben Kutikula und des Dichteunterschieds treiben die Collem-
bolen an die Wasseroberfläche. Dort wurden sie per Auge ausgezählt und nach lebend oder tot 
unterschieden. Nicht aufgetriebene Tiere (bei 7 Tagen Zeit zur Zersetzung selten der Fall) 
wurden als tot gewertet. 
3.5.5 Reproduktionstest mit Reintoxin 
Neben akuten Toxizitätstests wurden auch Tests zur Inhibition der Reproduktion durchge-
führt, um eventuelle subletale Effekte des Bt-Toxins auf Collembolen zu finden. Hierzu 
wurde entsprechend der ISO-Norm 11267 (1999) der Effekt mehrerer Konzentrationen des 
trypsinisierten Cry1Ab-Toxins (Firma Monsanto) auf die Reproduktion von 10-12 Tage alten 
Collembolen (F. candida) untersucht. Falls das Toxin über die Nahrung oder über die 
Kutikula aufgenommen wird, könnten mit diesem Test eventuell negative Effekte subletaler 
Art detektiert werden, die im akuten Toxizitätstest nicht entdeckt wurden. Das Testdesign 
entsprach dem des akuten Toxizitätstests (Kapitel 3.5.4), die Gefäße wurden alle 2 Tage be-
lüftet und nach 14 Tagen wurde das Futter (Trockenhefe) erneuert. Nach einer Testdauer von 
28 Tagen wurde die Reproduktionsrate bestimmt. Hierzu wurden die Tiere aufgeschwemmt 
und deren Anzahl durch automatische Bildanalyse (s. Kapitel 3.5.3) bestimmt. Insgesamt 
wurden 6 Konzentrationen (0, 20, 30, 40, 60, 80 µg Toxin/g Erde) in vierfacher Wiederholung 
getestet. 
3.5.6 Reproduktionstest mit Pflanzenmaterial 
Um eventuelle Variationen in der Struktur der Reintoxine gegenüber dem pflanzlich ex-
primierten Toxin auszuschließen, wurden Reproduktionstests mit zerkleinertem Pflanzen-
material durchgeführt. Hierzu wurden frische Maisblätter der transgenen MON 810-Sorte 
Novelis bzw. der isogenen Sorte Nobilis in einem herkömmlichen Küchenhäcksler (Firma 
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Moulinex) bis zu einer Größe von ca. 1-5 mm zerkleinert. Jeweils 1 g (Frischgewicht) des 
Blattmaterials wurden mit 4 g LUFA 2.1-Standardboden in einem Schnappdeckelglas (s. 
Kapitel 3.5.4) vermischt. Jedem Ansatz wurden 10 Collembolen (F. candida) im Alter von 11 
Tagen zugefügt. Am 1. und 15. Tag wurde mit einer Spatelspitze Backhefe zugefüttert. Eine 
Versuchsreihe bestand aus je 15 transgenen und 15 isogenen Ansätzen, der Versuch wurde 
dreimal durchgeführt. Über die Versuchsdauer von 28 Tagen wurden die Ansätze im Thermo-
konstantraum bei Dunkelheit und 20°C gelagert und zweimal wöchentlich mit jeweils 0,5 ml 
destilliertem Wasser befeuchtet. Zur besseren Belüftung und Verringerung des Schimmel-
wachstums wurden die Gläser anstelle des Schnappdeckels mit Gaze (Maschenweite 0,05 
mm) verschlossen. Die Versuche wurden wie beim Akuten Toxizitätstest (Kapitel 3.5.4) aus-
gewertet. 
 
Tab. 3.4: Übersicht zu den Collembolen-Toxizitätstests. Dargestellt sind die jeweilige Anzahl der 
Konzentrationen und Versuche sowie die maximale Konzentration (pro g Erde bzw. Sand). 
 MVP®II
Erde 
MVP®II
Sand 
Cry1Ab 
Monsanto 
Cry1Ab
SLFA 
Cry1Ab 
Monsanto 
Cry1Ab 
Blatt, Mon 810 
Art des Tests akut akut akut akut Reproduktion Reproduktion 
Konzentrationen 5-8 3-4 7 7 6 trans-/isogen 
Versuche 5 3 2 2 4 3 
max. Konzentr. 54 mg 20 mg 80 µg 125 µg 80 µg 0,25 g (FG) 
 
3.5.7 Collembolen-Modelltestsystem 
Die verwendeten Reintoxine haben den Nachteil, dass nicht exakt bekannt ist, inwieweit sie 
dem Toxin ähneln, das wirklich in der transgenen Maispflanze exprimiert und prozessiert und 
vom Nichtzielorganismus aufgenommen wird. Zur besseren Simulation und als nächster 
Schritt in Richtung Beurteilung des Gefährdungspotentials von Bt-Mais auf Collembolen 
wurde F. candida in einem Modellsystem getestet. In diesem System wurden jeweils 20 Tiere 
in einem geschlossenen Topf mit je einer Maispflanze in Erde gehalten (Abb. 3.5). Als trans-
genes Pflanzenmaterial wurde die Sorte Novelis (MON 810, Firma Monsanto) mit dem 
Handelsnamen MaisGard® verwendet. Die nichttransgene, isogene Kontrollsorte war Nobilis 
(Firma Monsanto). Die Maiskörner wurden in einer Glaspetrischale (∅ 20 cm) auf feuchtem 
Zellstoff bei ca. 24°C zur Keimung gebracht. Dann wurden die maximal 3 cm langen 
 
  3. Material & Methoden 
Keimlinge einzeln in die vorbereiteten Töpfe (∅ 4,5 cm, 100 ml Volumen, 8 cm Höhe) einge-
setzt. Nach zwei weiteren Tagen wurden jeweils 20 Collembolen (F. candida) gleichen Alters 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 A
Abb. 3.5: Modell-Testsystem mit F. candida und transgenem bzw. 
einzeln) 
 
eingesetzt (Alter: 3-4 Wochen). Um ein Entkommen der Tie
Topföffnung mit Gaze (Maschenweite 0,05 mm) und Gummirin
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wurde in ein Becherglas entleert und unter Wasser gesetzt. D
leichtem Rühren mit einem Spatel von der Erde befreit. Da
geschwemmt und deren Anzahl durch automatische Bildanalys
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(Synonym: Mesurol) beinhaltet den Wirkstoff Methiocarb. Dieser Wirkstoff ist vogel-
abschreckend und gilt als insektizid und speziell als akarizid. 
3.5.7.2 2. Modellversuch 
Die Versuche 2 bis 5 wurden mit Lufa 2.1 Standardboden (vgl. Kapitel 3.2) durchgeführt.  
3.5.7.3 3. Modellversuch 
Der 3. Versuch wurde nach Absterben der Maispflanzen begonnen. Die Pflanzen wurden 125 
Tage in den Töpfen kultiviert und konnten so über ihre komplette Vegetationsperiode Cry1Ab 
in den Boden abgeben. Zusätzlich dazu kam es zu einem erhöhten Zersetzungsprozess der im 
System belassenen, abgestorbenen Wurzeln, so dass möglicherweise die Toxinkonzentration 
erhöht wurde. Die oberirdischen Teile der Pflanzen wurden entfernt, bevor die Collembolen 
in das Testsystem eingesetzt wurden. 
3.5.7.4 4. und 5. Modellversuch 
Die Versuche vier und fünf wurden mit einem homogenen Gemisch aus 40 g Quarzsand-
Quarzkies (Korngröße ≤ 3 mm) und 70 g Lufa 2.1 Standardboden durchgeführt. Durch die 
größere Anzahl von Poren wurde den Collembolen eine bessere Beweglichkeit im Raum er-
möglicht. Es wurde wieder mit wachsenden Pflanzen wie bei den Versuchen 1 und 2 gear-
beitet. Für die Versuche 4 und 5 wurde das Beizmittel vollständig mit etwas Spülmittel unter 
warmem Wasser abgewaschen. Der 5. und letzte Versuch war eine Wiederholung des vor-
herigen Versuchs. In Tabelle 3.5 sind die wichtigsten Parameter aller Modellversuche 
dargestellt. 
 
Tab. 3.5: Übersicht zu den Collembolen-Modelltestsystemen 
Versuch Matrix Beizung Mais n (transgen/isogen) 
1 Einheitserde ja vital 97/96 
2 Lufa 2.1 ja vital 60/60 
3 Lufa 2.1 ja tot 22/26 
4 Lufa 2.1/Quarzsand, -kies nein vital 29/20 
5 Lufa 2.1/Quarzsand, -kies nein vital 41/41 
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3.5.8 Collembolen im Freiland 
Zusätzlich zu den Versuchen mit F. candida im Labor und im Gewächshaus wurden 2002 die 
Collembolen-Abundanzen auf Freiland-Versuchsflächen (siehe auch Kapitel 3.4) ermittelt. 
Hierzu wurde an zwei Terminen Bodenproben genommen und nach Collembolen untersucht. 
Der erste Termin war Ende August, der zweite Anfang Oktober. Pro Parzelle wurden 3 
Proben mit einem Stechzylinder in unmittelbarer Wurzelnähe bis zu einer Tiefe von 5 cm 
genommen. Bei einem Zylinderdurchmesser von 5 cm ergibt sich eine Fläche von 19,63 cm2 
pro Probe und ein Probenvolumen von 98,17 cm3. Der Stechzylinder enthielt austauschbare 
Plexiglaszylinder, in denen die Bodenproben aufbewahrt werden konnten. Um Austrocknung 
zu verhindern, wurden die Proben sofort in Plastikbeutel verpackt und noch am Tag der 
Probenahme bei –50°C eingefroren. Zur Analyse wurde die Probe in einem mit Wasser 
gefüllten Becherglas aufgetaut. Nach Entfernen und Säuberung des Plexiglasrings wurde jede 
Probe mit einem Spatel vorsichtig zerkleinert und anschließend 5 Minuten auf einem Magnet-
rührgerät (Ikamag Reo®, Ika-Labortechnik) bei 80 U/min aufgelockert. Durch diesen Prozess 
wurden die Collembolen (und andere Tiere) an die Wasseroberfläche geschwemmt. Die Probe 
wurde zur Sedimentation der Feststoffe über Nacht bei 4°C gelagert und am nächsten Tag 
ausgewertet. Hierzu wurde der flüssige Inhalt des Becherglases über einem Haushaltssieb mit 
einer Maschenweite von 1 mm in ein weiteres Glas dekantiert. Der Inhalt des Siebs wurde 
unter einem Binokular auf Collembolen untersucht. Aufgrund des ergänzenden Charakters 
dieser Untersuchungen wurden die gefundenen Collembolen nicht näher klassifiziert, sondern 
als Summenparameter erfasst. Das gesiebte Wasser wurde ein zweites Mal gesiebt. Hierzu 
wurde ein Sieb mit der Maschenweite von 80 µm (Gaze: N4 80 HC, No. 455/95, Firma 
Monyl) verwendet. In diesem Sieb wurden alle restlichen Collembolen zurückgehalten. Die 
Tiere wurden nun in eine Petrischale (∅ 3 cm, Höhe: 1 cm) gespült. Bei Schaumbildung 
wurde etwas Ethanol (70%ig) zugegeben, bis sich der Schaum zurückbildete. Die hier befind-
lichen Collembolen wurden wieder unter dem Binokular gezählt und in Ethanol konserviert. 
Zur Kontrolle der Effektivität der Methode wurde die zurückgebliebene Erde erneut in 
Wasser aufgeschwemmt und am nächsten Tag wie oben beschrieben untersucht. Hier wurden 
allerdings stets nur sehr wenige Tiere gefunden (< 5). 
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3.6 Milben (Acarina) 
Die Ordnung der Milben (Acarina) gehört zur Klasse der Spinnentiere (Arachnida). Milben 
zählen neben den Collembolen zu den wichtigsten Kleinarthropoden des Edaphons. Neben 
Collembolen wurden die genommenen Bodenproben gleichzeitig auf Milben untersucht. Wie 
bei den Collembolen auch, wurden die Milben nicht genauer klassifiziert. 
3.7 Mikrobielle Aktivität 
Die Anzahl der Bakterien, Pilze und Protozoen im Boden dominiert alle anderen Gruppen bei 
weitem, wobei die Bakterien (109-1012 dm-3) die beiden anderen Gruppen 100-1000fach 
übertreffen (Gisi 1990). Die Bedeutung der Bodenmikroorganismen liegt in deren Stoff-
wechselaktivitäten beim Ab-, Um- und Aufbau organischer Substanzen. Zur Erfassung dieser 
Leistung in den verschiedenen Varianten im Freilandversuch wurden Enzymaktivitäten ge-
messen. Im Boden wird Dimethylsulfoxid (DMSO) durch Mikroorganismen zu Dimethyl-
sulfid (DMS) reduziert. Da 95% aller Mikroorganismen DMSO reduzieren können, kann 
diese Reaktion als Summenparameter zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivität in Böden 
dienen (Alef und Kleiner 1989). Ein großer Vorteil dieser Methode liegt darin, dass das 
gebildete Produkt DMS wasserunlöslich ist und vollständig in die Gasphase übergeht. Aus 
diesem Grund kann es ohne weitere Extraktion gaschromatographisch bestimmt werden. 
 
Ende September 2001 und Anfang Oktober 2002 wurden Bodenproben zur Bestimmung der 
Dimethylsulfoxid-Reduktion durch Mikroorganismen genommen. Die Probenahmetermine 
waren so gewählt, dass der Mais über einen langen Zeitraum seine Exsudate inklusive 
Cry1Ab-Toxine in den Boden abgeben konnte. Zur Verstärkung eines möglichen Effekts 
durch Akkumulierung des Toxins wurde in beiden Jahren auf jeder Parzelle exakt dieselbe 
Variante kultiviert. Die Proben wurden auf den in Kapitel 3.4 beschriebenen Versuchsflächen 
genommen, die Methode der Probenahme war dieselbe, wie die für die Untersuchungen zur 
Collembolen- und Milbenabundanz (Kapitel 3.5.8). Pro Parzelle wurden drei Proben 
genommen. Noch am selben Tag wurden jeweils 0,5 g (Frischgewicht) Boden einer Probe in 
ein Schraubkappenglas mit Teflonseptum (12 ml Volumen) eingewogen und über Nacht bei 
4°C gelagert. Pro Parzelle gab es 3 Parallelen und 1 Kontrolle (H2O statt DMSO). Hierbei 
mussten Wurzelreste oder andere pflanzliche Partikel nach Möglichkeit ausgeschlossen 
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werden, weil bei deren Zersetzung die mikrobielle Aktivität drastisch erhöht wird und damit 
die Messergebnisse verfälscht würden. Am nächsten Tag wurde in jede Probe 125 µl 10%ige 
DMSO-Lösung als Substrat appliziert und 3 Stunden bei 30°C inkubiert. Die DMSO-
Reduktion verläuft unter den angegebenen Bedingungen 8 h linear (Schinner et al. 1993). Die 
Kontrollgläser wurden statt mit DMSO mit 125 µl destilliertem Wasser beschickt. Nach Ab-
lauf der Inkubationszeit wurden jeweils 250 µl mit einer gasdichten Hamilton-Spritze aus der 
Gasphase der Probe entnommen und in den Gaschromatographen (HP 5890 Series II; Säule 
HP1; 5% Methyl Silicone Gum; 25 m x 0,2 mm x 0,33 µm film thickness; split ratio 20:1; 
isotherm bei 100°C; FID) gespritzt, um den DMS-Gehalt zu bestimmen. Die Retentionszeit 
für DMS lag bei 2,85 min. Da keine anderen störenden Peaks auftraten, konnte alle 30 s eine 
neue Probe eingespritzt und so der Probendurchsatz gesteigert werden. Die Bodenproben 
2001 wurden bei 4°C aufbewahrt und für eine Wiederholung des Versuchs nach zwei 
Monaten noch einmal verwendet. Zur Eichung wurden 10 µl DMS (99,0% v/v) im flüssigen 
Zustand (bei 4°C) aus der Stammlösung entnommen und in eine gasdichte Flasche (100 ml) 
mit Teflonseptum gespritzt. Nach 5 min Inkubation bei 30°C wurden 50, 100, 200, 300 und 
500 µl aus der Gasphase entnommen und einzeln in 12 ml-Schraubkappengläser übertragen. 
Aus diesen Gläsern wurden jeweils 250 µl aus der Gasphase in den GC gespritzt. Die so er-
haltene Eichgerade dient dann zur Umrechnung der Peakflächen in absolute DMS-Mengen. 
Die DMSO-Umsatzrate wird in ng DMS pro g Boden (Trockengewicht) und Stunde an-
gegeben. Daraus ergibt sich folgende Formel zur Berechnung der DMSO-Umsatzrate: 
 
       Ap x DMSSt [ng] x VFl [ml] 
DMSO-Umsatzrate =  ––––––––––––––––––––––––––– 
     ASt x TG [g] x t [h] x VGC [ml] 
 
Ap:  Mittelwert der Probenpeakfläche 
DMSSt: Menge des eingespritzten DMS-Standards 
VFl:  Volumen der Standardprobenflasche 
ASt:  Mittelwert der Standardpeakfläche 
TG:  Probentrockengewicht 
t:  Inkubationszeit 
VGC:  GC-Einspritzvolumen 
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3.8 Versuche zur Basis-Suszeptibilität und Paarung des Maiszünslers 
3.8.1 Fangmethode 
Für die Untersuchungen zur Suszeptibilität und zum Paarungsverhalten wurden in den Jahren 
2000 und 2001 Maiszünsler verschiedener Regionen und mit verschiedenen Wirtspflanzen 
(Mais und Beifuß) gesammelt. Mit den gesammelten Tieren wurden Massenzuchten etabliert, 
um kontinuierlich Versuche durchführen zu können. 
 
Prinzipiell bestehen zwei verschiedene Möglichkeiten, Maiszünsler zum Aufbau einer Zucht 
zu sammeln. Zum einen können im Herbst unmittelbar vor der Ernte die Larven aus befal-
lenen Maisstängeln herausgeschnitten werden. Hierzu müssen einzelne Pflanzen im Mais-
schlag besichtigt werden. Stängel mit Fraßschaden werden der Länge nach aufgeschnitten und 
auf Larven untersucht. Im Idealfall belässt man die Larve dort um sie so zu befördern. So 
kann man sie in die Diapause eintreten und an einem geschützten Ort überwintern lassen. 
Hierbei sollte ein Austrocknen der Stängel vermieden werden. Im Frühling werden die 
Puppen aus den Stängeln befreit und die schlüpfenden Falter können im Sommer zur Massen-
zucht verwendet werden. Diese Methode wurde bei der Sammlung der Maiszünsler in Beifuß 
angewendet. Die in Diapause befindlichen Maiszünsler wurden jeweils im Frühling der Jahre 
2000 und 2001 gesammelt und für den Aufbau einer Laborzucht verwendet. Die Wirtspflanze 
der gesammelten Larven in Bonn-Tannenbusch war Beifuß (Artemisia vulgaris) (Abb. 3.6). 
Befallene Stängel (∅ mind. 1 cm) waren meist im oberen Drittel abgeknickt und wurden der 
Länge nach vorsichtig aufgeschnitten und auf Larven untersucht (Abb. 3.7). Die in den 
Stängeln belassenen Larven wurden an einem regengeschützten Ort im Freien gelagert. 
Jeweils Ende Mai wurden die Larven oder Puppen aus den Beifußstängeln befreit und in die 
Zucht integriert. Die zweite und für die Beschaffung aller Maiszünsler aus Mais benutzte 
Methode beruht auf der Sammlung der Eigelege im Sommer. Hierzu werden Fangkäfige zu 
Flugbeginn des Maiszünslers im Feld errichtet. Der Flugbeginn wird zuverlässig von den 
jeweiligen Pflanzenschutzämtern prognostiziert und findet in Deutschland meist Mitte Juni 
statt. Das Prinzip beruht auf dem Anlocken und Fangen der adulten Maiszünsler durch Licht-
fallen. Es wurden zwei Typen von Fangkäfigen verwendet. Der erste und einfachere Typ 
bestand aus einem handelsüblichen Moskitonetz, das ungefähr 10-20 Maispflanzen abdeckt. 
Über einen Galgen wird oberhalb des Netzes die Lichtfalle befestigt. Diese bestand aus einer 
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Abb. 3.6: Beifuß (Artemisia vulgaris)     Abb. 3.7: mit O. nubilalis befallener Stängel 
 
Schwarzlicht-Halogenleuchtröhre (TLD 15W/05, 
Firma Philips), umgeben von vier Plexiglas-
feldern (jeweils in einem 90°-Winkel zueinander 
angeordnet), die oben und unten von Trichtern 
eingefasst waren. Die vom Licht angelockten 
Falter prallen gegen die Plexiglasscheiben und 
fallen so in den unteren Trichter, der über eine 
Röhre (∅ 5 cm) in das Fangnetz führt. Der Röh-
renausgang sollte mindestens 20 cm von der 
Lichtquelle entfernt sein, damit die gefangenen 
Falter nicht wieder durch die Röhre in Richtung 
 
Abb. 3.8: Kastenfalle in Oberdrees (bei Bonn) 
 
Licht entkommen können. Der zweite und stabilere Typ bestand aus Eisenröhren, die zu 
einem Kubus zusammengesteckt (L x B x H = 2 x 1,5 x 2 m) und mit einem Netz bespannt 
wurden (Abb. 3.8). Die Lichtfalle wurde in der Mitte des Käfigdachs angebracht und funktio-
niert wie beim ersten Typ. Ein wichtiger Vorteil des zweiten Typs ist die höhere Stabilität. 
Des weiteren können mehr Maispflanzen ungehinderter wachsen und der Käfig ist begehbar, 
so dass die gefangenen Falter bei Entnahme der Eigelege im Käfig verbleiben. Als Vorteil der 
Moskitonetzfalle ist vor allem die höhere Mobilität zu nennen, da der Aufbau dieses Typs 
sehr unkompliziert ist. Über eine Zeitschaltuhr wurde die Leuchtröhre jede Nacht nur zwi-
schen 2100 und 100 Uhr eingeschaltet, da Ostrinia dämmerungsaktiv ist (Lorenz 1993). In 
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diesem Zeitrahmen wurden ausreichend viele Maiszünsler gefangen und die Zahl an un-
erwünschten Beifängen klein gehalten. Die gefangenen Tiere paarten sich (oder waren schon 
gepaart), woraufhin die Weibchen ihre Eigelege an die Blattunterseite der Maispflanzen 
legten. Um ein Schlüpfen der Larven zu vermeiden, mussten die Pflanzen mindestens alle 
fünf Tage kontrolliert und die gefundenen Eigelege mit einer Schere ausgeschnitten werden. 
Die gesammelten Eigelege wurden in Petrischalen mit einem feuchten Tuch gelagert und in 
einer Kühlbox transportiert, um ein Austrocknen oder vorzeitiges Schlüpfen zu verhindern. 
Ohne eine erhöhte Mortalität zu beobachten, konnten die Eigelege in einem Kühlschrank 
problemlos mehrere Tage bei 8°C gelagert werden. 
3.8.2 Standorte 
Die untersuchten Maiszünsler aus Mais (bzw. deren Nachkommen) wurden in den in Tabelle 
3.6 beschriebenen natürlichen Befallsgebieten gesammelt. Hierzu wurden in den Sommern 
2000 und 2001 die in 3.8.1 beschriebenen Sammelmethoden angewendet. Um einen genügend 
großen Genpool für die Zucht zu gewährleisten, wurden in jedem Gebiet mindestens drei 
Käfige an ausreichend voneinander entfernten Standorten aufgestellt. Die gesammelten 
Eigelege wurden dann in der weiteren Zucht vereinigt und werden im Folgenden unter 
Verwendung des Kürzels (F, K und BM) als Population bezeichnet. 
 
Tab. 3.6: Standorte der für die Zucht gesammelten Maiszünsler. Längen- und Breitengrad wurden 
mittels GPS (Global Positioning System) ermittelt (N = Nord, O = Ost). Die zu einem Gebiet 
gehörigen Standorte wurden für die weitere Zucht zu der jeweiligen Population vereinigt. 
Population Standorte Breitengrad Längengrad Höhe ü. NN 
Hartheim 47°45,82’N 007°37,24’O 259 m 
Riegel 48°09,76’N 007°43,65’O 175 m 
Endingen 48°09,22’N 007°43,20’O 170 m 
Forchheim 48°58’N 008°24’O 250 m 
Oberrimsingen 47°58,63’N 007°40,03’O 212 m 
Walldorf 49°18,58’N 008°37,63’O 133 m 
Ladenburg 49°28’N 008°36’O 105 m 
F: Oberes Rheintal 
     (bei Freiburg) 
-Maispopulation- 
 
 
 
K: Mittleres Rheintal 
       (bei Heidelberg) 
-Maispopulation- 
Liedolsheim 49°10’N 008°24’O 100 m 
BM: Unteres Rheintal 
-Beifuß-Population- Bonn-Tannenbusch 50°45’N 007°02’O 73 m 
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3.8.3 Haltung und Zucht 
Das Futter für die Maiszünslerlarven wurde gemäß des EU-Draft Protokolls (1999) hergestellt 
(Tab. 3.7). Hierzu wurde der Agar in 340 ml Wasser bis zur völligen Lösung in einer Mikro-
welle erhitzt. Maisgrieß, Weizenkeime und Bierhefe wurden getrennt eingewogen. Die 
übrigen Bestandteile wurden im restlichen Wasser unter Rühren bei leichter Hitze gelöst. 
Nach Abkühlen des gelösten Agars auf ca. 60°C konnte dieser mit den beiden anderen 
Gemischen vereinigt werden, ohne dass der Nährwert durch zu hohe Hitze reduziert oder die 
Vitamine inaktiviert werden. Mit einem handelsüblichen Pürierstab wurde das Nährmedium 
homogenisiert und zur weiteren Verwendung in Kunststoffschalen gegossen. Durch Abkühlen 
wird das Medium fest, kann geschnitten und so einfach portioniert werden. Bei ca. 8°C kann 
es bis zu einer Woche im Kühlschrank gelagert werden. 
Das eingesetzte Fumidil®B diente der Unterdrückung von Mikrosporidien wie Nosema 
pyrausta (Protozoa). Sorbinsäure hemmt das Wachstum von Schimmelpilzen. Zur Unter-
drückung bakterieller Infektionen diente das Fütterungs-Antibiotikum Chlortetracyclin 
(Guthrie 1987). Als Breitband-Antibiotikum wirkt es sowohl gegen gram-positive als auch 
gegen gram-negative Bakterien, gegen Rickettsien, Mycoplasmen, Leptospiren, Spirochaeten 
und sogar gegen einige große Viren. (Crueger und Crueger 1989). 
 
Tab. 3.7: Bestandteile des Nährmediums zur Maiszünslerzucht 
Bestandteil Menge Firma 
Wasser 680 ml  
Maisgries 112 g Heissmühle, Flinsbach 
Bierhefe 30 g Ramspeck 
Weizenkeime 28 g Heissmühle, Flinsbach 
Agar 16 g Roth 
Ascorbinsäure (Vitamin C) 6 g Drogerie 
Benzoesäure 2 g Roth 
Vitaminzusatz20 2 g ICN 
Fumidil®B (Antibiotikum) 1 g Sanofi 
Sorbinsäure 0,8 g ICN 
Chlortetracyclin 0,4 g ICN 
                                                 
20 Inhaltsstoffe des Vitaminzusatzes s. Anhang 
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Die (wie in Kapitel 3.8.1 beschrieben) gesammelten Zünsler wurden zur weiteren Massen-
zucht eingesetzt. Hierzu wurden jeweils 2-3 der gesammelten Eigelege zusammen mit einem 
Futterstück in eine Kunststoffpetrischale gelegt. Um Schimmelbildung zu vermeiden wurde 
nach dem Schlüpfen der Larven das Blattstück entfernt. Es wurden Petrischalen ohne 
Lüftungsnocken verwendet (∅ 90 mm, Firma Roth), um ein Flüchten der kleinen Larven zu 
verhindern. Aus diesem Grund wurden die gestapelten Petrischalen in den Klimaschränken 
(Firma Binder: Wachstumsschrank KBWF 720) zusätzlich mit Backsteinplatten beschwert. In 
jeder Petrischale sollten sich maximal 20 Larven befinden. Um Schimmel und Infektionen zu 
vermeiden, wurden die Larven mindestens einmal wöchentlich in eine neue Schale mit einem 
frischen Futterstreifen umgesetzt. Die kleinen Tiere wurden mit einem feinen Pinsel über-
führt, die größeren mit einer Federstahlpinzette. Es wurde solange zugefüttert, bis die Larven 
in ihrem 5. und letzten Stadium ihre volle Größe erreichten. Zu diesem Zeitpunkt stellen die 
Larven das Fressen ein und beginnen sich zu verpuppen. Die Puppen wurden vorsichtig in 
größere Kunststoffdosen (∅ 90 mm) mit perforiertem Deckel überführt und unter denselben 
klimatischen Bedingungen wie die Larven gehalten. Nach ca. 7 Tagen schlüpfen die adulten 
Falter. Die geschlüpften Falter wurden je nach Standort getrennt in die Zuchtkästen entlassen. 
Die Zuchtkästen (L x B x H = 30 x 30 x 60 cm, Firma Bioform) wurden an der türoffenen 
Seite mit Gaze (1 mm Maschenweite) verhängt, um die Falter am Herausfliegen zu hindern. 
Zur Einsetzen der Falter wurde die Gaze lediglich mit einem Einschnitt ausreichender Größe 
versehen. Pro Standort wurde jeweils 1 Zuchtkasten verwendet, in dem bis zu 100 Tiere 
gehalten wurden. Die Rückwand des Zuchtkastens wurde mit Kunststofffolie verhängt, die 
den Weibchen zur Eiablage diente. Diese Folie erwies sich als ausreichend zur Eiablage und 
war weniger arbeitsintensiv und hygienischer als Maispflanzen. Alle 2-3 Tage wurde die Folie 
ausgewechselt, die gewonnenen Eigelege ausgeschnitten und zur Weiterzucht verwendet. Ein 
Generationszyklus dauerte unter den beschriebenen Bedingungen 5-6 Wochen. Somit erhält 
man ca. 8 Generationen pro Jahr. 
Die Falter wurden getrennt von den Larven und Puppen im Klimaschrank gehalten. Im 
Klimaschrank der Adulten herrschte 70% relative Luftfeuchte bei einer Tagestemperatur von 
22°C und einer Nachttemperatur von 20°C. Bei diesen Temperaturen konnte eine höhere Ei-
ablagerate erzielt werden, als bei den von Wyniger (1997) empfohlenen Temperaturen. Dort 
werden 26-27°C und 80-90% Luftfeuchtigkeit als optimal bezeichnet. Eine höhere Feuchtig-
keit als 70% konnte aus technischen Gründen nicht eingestellt werden. Als Licht/Dunkel-
Rhythmus wurden 16/8 Stunden mit der maximalen Beleuchtungsstärke von 4200 Lux 
 
 
  3. Material & Methoden 
gewählt. Die Larven und Puppen hatten denselben Licht/Dunkel-Rhythmus und ebenfalls 
70% relative Luftfeuchte. Die Beleuchtungsstärke betrug jedoch nur 700 Lux während der 
Lichtperiode. Die Tag/Nacht-Temperatur betrug 26 bzw. 24°C. Bei diesen klimatischen 
Parametern hindert man O. nubilalis am Eintreten in die Diapause und ermöglicht so eine 
kontinuierliche Zucht (Nagy 1970). 
3.8.4 Akuter Test auf Suszeptibilität gegenüber Bt-Toxin (Cry1Ab) 
Um die Suszeptibilität der Beifußpopulation des Maiszünslers (BM) gegenüber dem Bt-Toxin 
zu ermitteln, wurden akute Toxizitätstests durchgeführt. Die Eigenschaften und Parameter der 
Tests sind in Tabelle 3.8 dargestellt. Als Testorganismen dienten frisch geschlüpfte (nicht 
älter als 24 Stunden), ungefütterte Larven (L1) der in Zucht gehaltenen BM (siehe Kapitel 
3.8.3). Über eine Testdauer von 7 Tagen wurden die Larven dem Cry1Ab-δ-Endotoxin ausge-
setzt. Hierzu wurde das in destilliertem Wasser gelöste Toxin in verschiedenen Konzentra-
tionen mit dem Nährmedium (siehe Kapitel 3.8.3) homogen vermischt und den Test-
individuen als einzige Futterquelle angeboten. 
 
Für einen Testansatz wurden pro Konzentrationsstufe jeweils 48 Tiere eingesetzt. Pro 
Konzentrationsstufe wurden 50 ml Nährmedium mit der entsprechenden Menge gelösten 
Toxins in einem Mörser homogen gemischt. Von diesem dotierten Nährmedium wurden 
jeweils ca. 1 ml mit einer 50 ml-Spritze (Firma Roth) in jedes Kompartiment einer Biotest-
palette (Bio-Ba-128®, Firma Color-Dec Italy) gefüllt. Jedes dieser Kompartimente hatte ein 
Volumen von ca. 2 ml. Anschließend wurde jede Larve separat in ein mit Nährmedium 
gefülltes Kompartiment mit Hilfe eines feinen Pinsels eingesetzt. Eine Testpalette bestand aus 
acht quadratischen Parzellen zu jeweils 16 Kompartimenten. Nachdem eine Parzelle mit 16 
Larven versehen war, wurde diese mit einem perforierten Klebedeckel (Bio-cv-16®, Firma 
Color-Dec Italy) verschlossen, um die Flucht der Larven zu verhindern. Nach 7 Tagen wurde 
der Test ausgewertet, indem zwischen lebenden und toten Larven unterschieden wurde. 
Hierzu wurde das Nährmedium mit einem Spatel nach der Larve untersucht. Nicht wiederge-
fundene Tiere wurden als tot gewertet. 
 
Bei den Tests mit dem Toxin der SLFA wurden bei 7 Konzentrationsstufen jeweils 32 Tiere 
eingesetzt (Tab. 3.9). 
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Tab. 3.8: Charakterisierung der akuten Toxizitätstests zur Ermittlung der Basis-
Suszeptibilität der Beifußpopulation des Maiszünslers (O. nubilalis) 
Parameter     
Art des Tests Akute Toxizität, Ein-Art-Test, No Choice 
Testkriterium Larven-Mortalität 
Testdauer 7 Tage 
Alter der Testorganismen < 24 h (ungefüttert) 
Testsubstanz Bacillus thuringiensis kurstaki Cry1Ab-δ Endotoxin 
Testmethode Toxin und Nährmedium homogen gemischt 
Temperatur (Tag/Nacht) 25/20°C 
Relative Feuchte bis 70% 
Lichtverhältnisse Haltung im Dunkeln 
Futter Maiszünsler-Nährmedium (s. Kapitel 3.8.3) 
Futtermenge 1 ml/Kompartiment 
Tiere/Konzentration 48 (32) 
Tiere (Kontrolle) 48 (32) 
Test-Wiederholungen 7-11 
Ergebnisse LC50 21, Konfidenzintervall 
 
 
 
Tab. 3.9: Charakterisierung der akuten Toxizitätstests in Abhängigkeit von der verwendeten Toxinart 
Toxin Anzahl der Tiere/ Konzentrationsstufe 
Anzahl der Konzen-
trationsstufen Konzentrationen (µg/ml) 
Anzahl 
der Tests 
Syngenta 48 5 0,2/2,15/4,1/6,05/8 7 
Monsanto 48 6 0,025/0,05/0,1/0,3/0,5/5 9 
SLFA 32 7 0,5/1/2/4/8/16/24 11 
 
                                                 
21 LC50 ist die benötigte Konzentration, um 50% der Testorganismen zu töten 
 
  3. Material & Methoden 
3.9 Versuche zum Paarungsverhalten des Maiszünslers 
Um Aussagen zum Potential der Beifußpopulation des Maiszünslers als natürliches Genpool-
Reservoir zur Erhaltung der Suszeptibilität des Maiszünslers gegenüber transgenem, 
resistentem Mais machen zu können, wurden Paarungsversuche mit den verschiedenen 
Laborpopulationen durchgeführt. Hierzu wurden 108 Paare der Populationen BM, K und F 
untersucht (Tab. 3.10). Als Beifußpopulation des Maiszünslers diente die Zucht aus dem 
unteren Rheintal bei Bonn (BM), als „Mais-Maiszünsler“ die Populationen des oberen (F) und 
des mittleren Rheintals (K). Zusätzlich dazu wurden 32 Paare der F1-Nachfolgegeneration auf 
ihre Fertilität untersucht (Tab. 3.10). 
 
Tab. 3.10: Anzahl der Paarungen bezogen auf das jeweilige Paarungsereignis 
Paarungsversuch Anzahl der Versuche  F1 Generation Anzahl der Versuche 
BM♀K♂ 38  BM♀K♂ X BM♀K♂ 7 
K♀BM♂ 19  K♀BM♂ X K♀BM♂ 25 
K♀K♂ 16  ∑ 32 
BM♀BM♂ 21    
K♀F♂ 14    
∑ 108    
 
Mit Hilfe eines Binokulars wurden die Puppen der in Zucht befindlichen Maiszünsler nach 
ihrem Geschlecht unterschieden. Voneinander getrennt wurden diese wie in Kapitel 3.8.3 be-
schrieben bis zum Falterschlupf gelagert. Jeweils ein Männchen und ein Weibchen wurden 
dann in Kunststoffdosen (Höhe 9 cm, ∅ 90 mm) mit perforiertem Deckel überführt. Um eine 
ausreichende Feuchtigkeit zu gewährleisten, wurde unter Zellstoff unter den Deckel geklemmt 
und täglich befeuchtet. Als Futterquelle diente mit 10%iger Honiglösung getränkter Zellstoff. 
Dieser wurde in ein Wäageschälchen (3 x 3 cm) gelegt. Dadurch wurde verhindert, dass die 
Falter an der Honiglösung festklebten. Die Tiere wurden im Klimaschrank (Kapitel 3.8.3) 
unter denselben Bedingungen wie alle anderen Falter gehalten. Nach frühestens zwei Tagen 
legten die Weibchen ihre Eigelege an die Wand des Bechers, oder an den Zellstoff unter dem 
Deckel. Die Eigelege wurden täglich gezählt. Beim Erreichen des Schwarzkopfstadiums 
wurde jedes einzelne Ei gezählt und als geschlüpfte Larve gewertet. Voruntersuchungen 
hatten gezeigt, dass jede Larve, die das Schwarzkopfstadium erreicht auch schlüpft. Nach der 
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Zählung wurde das Eigelege entfernt. Die Falter wurden bis zu ihrem Tod gehalten. Starb ein 
Partner innerhalb der ersten zwei Tage, wurde er durch ein neues Individuum ersetzt. Die 
Parameter zum Paarungsverhalten waren die Zahl der entstandenen Eigelege und der ge-
schlüpften Larven. Zusätzlich wurde die Dauer bis zur ersten Eiablage und die Lebensdauer 
der Versuchstiere ab Falterschlupf erfasst. 
 
 
3.10 Statistik 
Alle statistischen Berechnungen und Grafiken (mit Ausnahme der LC-Berechnungen) wurden 
mit Hilfe der Software-Programme SigmaStat® (SPSS Inc., Version 2, 1992-1997) und 
SigmaPlot® (SPSS Inc., 2001) angestellt. Falls nicht anders angegeben, wurden alle 
statistischen Tests mit einem α = 0,05 durchgeführt. 
3.10.1 Nichtlineare Regression 
Die Nichtlineare Regression zu den akuten Collembolen- und Maiszünsler-Toxizitätstests 
wurden mit dem Computer-Programm SigmaPlot® (SPSS Inc. 2001) durchgeführt. Der 
sigmoidalen Kurve liegt folgende Gleichung mit drei Parametern (a = Maximum, b = 
Minimum und Steigung) zugrunde: f = a/(1+exp(-(x-x0)/b)). Die Varianzanalyse zur 
Regression wurde automatisch miterstellt. 
3.10.2 Vergleich zweier Gruppen 
Mussten zwei Gruppen, z.B. „transgen“ und „isogen“, miteinander verglichen werden, wurde 
der t-Test angewendet. Bei Daten, die nicht normalverteilt (Kolmogorov-Smirnov-Test) 
waren, wurde der Mann-Whitney Rangsummen-Test durchgeführt. 
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3.10.3 Vergleich mehrerer Gruppen 
Zum Test auf eine statistisch signifikante Abweichung unter mehr als zwei Gruppen wurde 
eine einseitige Varianzanalyse (One Way ANOVA) durchgeführt. Bei nicht-normalverteilten 
Daten erfolgte eine einseitige Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis. Um jede Gruppe mit jeder 
anderen zu vergleichen (All Pairwise Multiple Comparison Procedures), wurde bei normal-
verteilten Daten der Tukey-Test und bei nicht-normalverteilten Daten der Dunn-Test 
angewendet. 
3.10.4 Bestimmung der LC-Werte 
Die Auswertung der Suszeptibilitätstests (O. nubilalis, F. candida) erfolgte mit Hilfe des 
Statistikprogramms ToxRat® (2003). Mit den prozentualen Mortalitätsdaten wurde eine 
Probitanalyse durchgeführt und der LC50 bestimmt. Zur genaueren Charakterisierung jedes 
einzelnen Tests wird zusätzlich das 95%-Konfidenzintervall angegeben. Aus den LC50-
Werten der einzelnen Tests konnten dann der Mittelwert und Standardfehler ermittelt werden. 
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4. Ergebnisse 
4.1 Effekte auf Collembolen 
4.1.1 Akuter Toxizitätstest  
Eine akute Toxizität auf F. candida konnte bei dem Präparat MVP®II (Firma Mycogen 
Corporation) gefunden werden. Alle anderen verwendeten Toxine hatten keinen akuten 
letalen Effekt auf F. candida. 
 
4.1.1.1 Akuter Toxizitätstest mit MVP®II (Cry1Ac) 
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Abb. 4.1: Prozentuale Mortalität von F. candida im Akuten Toxizitätstest in 
Abhängigkeit von der MVP®II-Konzentration. Als Matrix wurde Lufa 2.1-
Standardboden verwendet. Nichtlineare Regression, n = 37, r2 = 0,896, 
Varianzanalyse: P < 0,0001. 
 
Bei Verwendung des MVP®II-Spritzpräparats konnte eine deutliche Dosis-Wirkungs-
beziehung festgestellt werden (Abb. 4.1). Der sigmoiden Regressionskurve liegen 5 Tests 
zugrunde, in denen insgesamt 370 Collembolen getestet wurden. Man erkennt einen 
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deutlichen Effekt ab 12,4 mg Toxin/g Erde. Ab 14 mg Toxin/g Erde wurden keine über-
lebenden Collembolen mehr gefunden. Der LC50-Wert liegt bei 12,48 mg/g Erde (Tab. 4.1). 
Betrachtet man den Bezug zu praxisüblichen Anwendungskonzentrationen hat die gefundene 
Dosis-Wirkungskurve allerdings keine Relevanz. 
 
Tab. 4.1: LC20,50,80-Werte für F. candida im 
Akuten Toxizitätstest mit MVP®II in Erde 
und Sand [mg/ml]. 
MVP®II Erde (Lufa 2.1) Quarzsand 
LC20 12,36       – 
LC50 12,48     1,08 
LC80 12,59       – 
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Abb. 4.2: Prozentuale Mortalität von F. candida im Akuten Toxizitätstest in Ab-
hängigkeit von der MVP®II-Konzentration. Als Matrix wurde Quarzsand ver-
wendet. Nichtlineare Regression, n = 10, r2 = 0,964, Varianzanalyse: P < 0,0001. 
 
Als “worst case scenario” wurde statt Erde auch Quarzsand verwendet (s. Kapitel 3.2). Wie zu 
erwarten war, reichten aufgrund der erhöhten Verfügbarkeit geringere Toxinkonzentrationen 
aus, um den Tod der Testorganismen herbeizuführen (Abb. 4.2). Der LC50-Wert ist um eine 
Zehnerpotenz erniedrigt und liegt bei 1,08 mg/g Sand (Tab. 4.1). 
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4.1.1.2 Akuter Toxizitätstest mit Cry1Ab (trypsinisiert, Firma Monsanto) 
Aufgrund der geringen Menge zur Verfügung stehenden Toxins wurden nur zwei akute Toxi-
zitätstests mit trypsinisiertem Toxin der Firma Monsanto durchgeführt. Toxinkonzentrationen 
von 10-80 µg/g Erde führten nicht zu einer erhöhten Mortalität von F. candida (Abb. 4.3). Im 
Vergleich dazu lag der LC50-Wert bei den Suszeptibilitätstests mit Maiszünslern aus Beifuß 
bei 0,19 µg/ml. 
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Abb. 4.3: Prozentuale Mortalität von F. candida im Akuten Toxizitätstest in 
Abhängigkeit von der Cry1Ab Konzentration. Verwendet wurde von der Firma 
Monsanto produziertes, trypsinisiertes Cry1Ab-Toxin. Als Matrix wurde Lufa 
2.1-Standardboden verwendet. Nichtlineare Regression: n = 14, r2 = 0,153, 
Varianzanalyse: P = 0,400. 
 
  4. Ergebnisse 
 
4.1.1.3 Akuter Toxizitätstest mit Cry1Ab (trypsinisiert, SLFA) 
Mit dem trypsinisierten Toxin der SLFA wurden 6 Tests mit je 7 Konzentrationen bis 125 
µg/g Erde durchgeführt. Auch hier wurde keine Dosis-Wirkungsbeziehung gefunden (Abb. 
4.4). Aufgrund der eindeutigen Ergebnisse wurden keine weiteren Tests durchgeführt. 
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Abb. 4.4: Prozentuale Mortalität von F. candida im Akuten Toxizitätstest in 
Abhängigkeit von der Toxin-Konzentration. Verwendet wurde von der SLFA 
produziertes, trypsinisiertes Cry1Ab-Toxin. Als Matrix wurde Lufa 2.1-
Standardboden verwendet. Dargestellt sind die gemittelten Überlebensraten 
zweier Tests mit je 3 Parallelen. Nichtlineare Regression, n = 14, r2 = 0,000, 
Varianzanalyse: P = 1. 
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4.1.2 Reproduktionstest mit Reintoxin 
Es konnte keine statistisch signifikante Reduzierung der Nachkommenschaft von F. candida 
durch trypsinisiertes Bt-Toxin (Firma Monsanto) gefunden werden. Bei jeder Konzentrations-
stufe wurden Nachkommen erzeugt (Abb. 4.5). Die Anzahl der Nachkommen lag zwischen 
367 und 1132 Individuen. Nur einmal wurden mit 124 weniger Nachkommen produziert (bei 
einer Toxinkonzentration von 60 µg/g Erde). Zwar ist die mittlere Reproduktionsrate mit 761 
Tieren in der Kontrolle am höchsten, jedoch existiert zu keiner anderen Konzentrationsstufe 
ein statistisch signifikanter Unterschied. Eine dosis-wirkungsbezogene Abhängigkeit ist eben-
falls nicht zu erkennen. 
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Abb. 4.5: Mittlere Anzahl der Nachkommenschaft von F. candida im 28tägigen Reproduktionstest 
mit trypsinisiertem Bt-Toxin (Firma Monsanto). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des 
Mittelwertes, es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied der Reproduktionsraten bei 
verschiedenen Toxinkonzentrationen (Einseitige Varianzanalyse: n = 24, P = 0,741). Es besteht keine 
Dosis-Wirkungsbeziehung (Nichtlineare Regression, r2 = 0,000). 
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4.1.3 Reproduktionstest mit Pflanzenmaterial 
Nach akuten Toxizitätstests und Reproduktionstests mit Reintoxin war die Verwendung von 
Blattmaterial der nächste Schritt in Richtung einer zuverlässigen Abschätzung des Gefähr-
dungspotentials von Bt-Mais auf Collembolen. Bei diesen Versuchen wurde der tatsächliche 
Kontakt der Collembolen mit in den Boden eingearbeitetem Pflanzenmaterial nach der Ernte 
simuliert. 
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Abb. 4.6: Prozentuale Mortalität von F. candida im 28tägigen Reproduktionstest in Abhängigkeit 
vom verwendeten Blattmaterial. Als transgenes Blattmaterial diente die Sorte Novelis (Event MON 
810), als Nicht-transgenes die isogene Sorte Nobilis. Als Matrix wurde Lufa 2.1-Standardboden 
verwendet. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Es besteht kein statistisch signifi-
kanter Unterschied zwischen transgenen und isogenen Ansätzen (t-test: 1. Versuch: n = 30, t = 
1,455, P = 0,157; 2. Versuch: n = 30, t = 0,816; P = 0,421; 3. Versuch: n = 30; t = 1,784, P = 0,085). 
Ebenfalls kein statistisch signifikanter Unterschied besteht zwischen den drei Versuchen (einseitige 
Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis: n = 90, H = 10,442, P = 0,064). 
 
Bei keinem der drei durchgeführten Versuche fand eine Reproduktion innerhalb der Ver-
suchsdauer von 4 Wochen statt. Abbildung 4.6. zeigt die prozentuale Mortalität der anfangs in 
den Versuch eingesetzten Collembolen. Hierbei zeigt sich innerhalb jedes Versuchs ein ein-
heitliches Bild: es wurde kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen transgenen und 
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isogenen Ansätzen gefunden. Ebenso besteht kein statistisch signifikanter Unterschied beim 
Vergleich der drei Versuche, die Ergebnisse waren also reproduzierbar. 
4.1.4 Modelltestsystem 
Die Modelltestsysteme wurden kontinuierlich variiert und verbessert. Insgesamt zeigte sich in 
den erzielten Ergebnissen ein sehr heterogenes Bild. Im Folgenden werden die Ergebnisse der 
Tests chronologisch dargestellt. Insgesamt wurden 5 Modelltests durchgeführt. Zum Zeit-
punkt des Testendes hatte der Mais (sowohl der transgene als auch der isogene) eine durch-
schnittliche Höhe von 66 cm und wies deutliche Mangelerscheinungen auf (hauptsächlich 
Phosphormangel), da auf eine Düngung während des Versuchs verzichtet werden musste. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.7: 1. Modelltestsystem mit Collembolen (F. candida). Dargestellt sind die Mittelwerte 
aus 97 transgenen bzw. 96 isogenen Ansätzen nach einer Versuchsdauer von 2 Monaten. Zu 
Beginn befanden sich 20 Tiere in jedem Ansatz. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler 
des Mittelwertes. Es wurde gebeiztes Saatgut in jeweils 50 g Einheitserde (Floragard) 
verwendet. Es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen transgen und isogen 
(Mann-Whitney Rangsummentest: n = 97 (transgen)/ 96 (isogen), T = 8824, P = 0,209). 
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Abbildung 4.7 zeigt die Mittelwerte der transgenen und isogenen Ansätze im ersten Versuch. 
Bei dieser Testreihe mit Pflanzerde besteht kein statistisch signifikanter Unterschied, auch 
wenn in den Gefäßen mit Bt-Mais mit durchschnittlich 44 mehr Collembolen gefunden 
wurden, als in denen mit der isogenen Vergleichssorte (38 Collembolen). Es wurden zwischen 
0 und 151 Tiere gezählt. Insgesamt gab es hier nur eine geringe Reproduktionsrate22 (Abb. 
4.12). Für die transgenen Ansätze lag die Reproduktionsrate bei 2,20 und für den isogenen 
Vergleich bei 1,92. 
 
Der 2. Modellversuch wurde statt mit Einheitserde mit dem Standardboden Lufa 2.1 
durchgeführt (Abb. 4.8). 
 
Abb. 4.8: 2. Modellversuch mit F. candida. Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils 60 
transgenen bzw. isogenen Ansätzen nach einer Versuchsdauer von 2 Monaten. Zu Beginn 
befanden sich 20 Tiere in jedem Ansatz. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittel-
wertes. Der Stern markiert einen statistisch signifikanten Unterschied (Mann-Whitney Rang-
summentest: n = 120, T = 2447, P ≤ 0,001). 
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22 Reproduktionsrate = arithmetischer Mittelwert der Nachkommen aller Ansätze einer 
Testvariante/Anzahl eingesetzter Collembolen 
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Dieser Boden hat einen sehr geringen Anteil an Huminstoffen und Tonmineralen, das heißt, es 
gibt einerseits sehr wenige Adsorptionsmöglichkeiten für das Toxin, andererseits aber auch 
für die Beizstoffe. Damit ist die Bioverfügbarkeit schädigender Substanzen deutlich erhöht. 
Das Saatgut war wie auch im ersten Versuch unterschiedlich gebeizt. Hier zeigt sich ein 
deutlicher, statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Varianten. In einem 
transgenen Ansatz wurden durchschnittlich nur 6 Collembolen wiedergefunden, in einem 
isogenen Ansatz jedoch 87 Individuen. Die Spanne in den transgenen Ansätzen liegt zwischen 
0 und 74, in den isogenen Ansätzen zwischen 0 und 650 Tieren. Im Vergleich zum ersten 
Versuch war die durchschnittliche Reproduktionsrate in den isogenen Ansätzen mehr als 
doppelt so hoch (Abb. 4.12). Die Rate liegt für die transgene Variante bei 0,31 und für die 
isogene Variante bei 4,37. 
 
Für den 3. Modellversuch wurde abgestorbener Mais verwendet. Die Pflanzen konnten also 
über ihre komplette Vegetationsperiode Bt-Toxin in den Boden abgeben. Andererseits war 
eine abgeschwächte Wirkung der Beizung zu erwarten. Als Matrix wurde Lufa 2.1-Boden 
ohne Beimengung von Kies verwendet. Man erkennt eine verminderte Reproduktion in den 
transgenen Ansätzen im Vergleich zu den isogenen Ansätzen (Abb. 4.9). Die Reproduktions-
rate liegt bei 8,26 (transgen) bzw. 13,29 (isogen) und ist damit deutlich höher als in den 
beiden ersten Versuchen. Im transgenen Ansatz wurden durchschnittlich 165, im isogenen 
Vergleich 266 Collembolen gefunden. Es besteht jedoch kein statistisch signifikanter 
Unterschied zwischen den beiden Varianten. 
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Abb. 4.9: 3. Modellversuch. Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils 22 transgenen bzw. 26 
isogenen Ansätzen nach einer Versuchsdauer von 2 Monaten. Zu Beginn befanden sich 20 Tiere 
in jedem Ansatz.. Für diesen Test wurde abgestorbener Mais verwendet, das Saatgut war gebeizt. 
Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes. Es besteht kein statistisch 
signifikanter Unterschied (Mann-Whitney Rangsummentest: n = 22 (transgen)/ 26 (isogen), T = 
505, P = 0,495). 
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Für den 4. Test (Abb. 4.10) wurde das Beizmittel abgewaschen. Des weiteren wurde der 
Boden mit Kies gemischt, um den Collembolen eine bessere Beweglichkeit im Raum zu 
ermöglichen. Die übrigen Testbedingungen wurden nicht verändert. Zum einen zeigt sich eine 
hohe Reproduktionsrate (transgen: 12,79, isogen: 15,61), zum anderen besteht kein statistisch 
signifikanter Unterschied, auch wenn in der isogenen Kontrolle durchschnittlich mehr 
Collembolen gefunden wurden. In den transgenen Ansätzen wurden durchschnittlich 256 
Tiere aufgeschwemmt, in den isogenen 312. Die Spanne an Collembolen lag bei 29 
transgenen Ansätzen zwischen 2 und 583 und bei 20 isogenen Ansätzen zwischen 0 und 631 
Individuen. 
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Abb. 4.10: 4. Test, Beizmittel abgewaschen, 29 transgene, 20 isogene Ansätze; Lufa 2.1 
Standardboden + Kies; Testdauer: 2 Monate; 20 Tiere/Ansatz bei Testbeginn. Die Fehlerbalken 
zeigen den Standardfehler des Mittelwertes. Es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied 
(t-Test: n = 29 (transgen)/ 20 (isogen), t = 1,114, P = 0,271). 
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Der 5. und letzte Test (Abb. 4.11) war eine Wiederholung des vorherigen. Die Reproduktions-
rate war ähnlich hoch wie im vorherigen Test (transgen: 12,16, isogen: 16,56). Hier wurde 
zum ersten Mal ein statistisch signifikanter Unterschied gefunden, obwohl das Beizmittel 
abgewaschen war. 243 Collembolen wurden durchschnittlich in den transgenen Ansätzen 
gefunden, im isogenen Vergleich waren es 331 Tiere. Die Spanne an gefundenen 
Collembolen lag bei den transgenen Ansätzen zwischen 34 und 815, in den isogenen 
Ansätzen zwischen 77 und 1928. Abgesehen von der signifikanten Abweichung ähnelt das 
Versuchsergebnis stark dem Ergebnis des 4. Versuchs. Die Reproduktionsrate ist fast 
identisch und es zeichnet sich die gleiche Tendenz ab, nur etwas verstärkt. Somit war das 
Ergebnis reproduzierbar und es wurde eine gewisse Standardisierung des Tests erreicht. 
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Abb. 4.11: 5. Modelltestsystem mit F. candida. Beizmittel abgewaschen; jeweils 41 Ansätze. Die 
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes. Es wurden statistisch signifikant 
weniger Collembolen in den transgenen Ansätzen gefunden (Mann-Whitney Rangsummentest: n 
= 82, T = 1469, P = 0,031). 
 
Abbildung 4.12 zeigt alle Reproduktionsraten, die in den 5 Modellversuchen ermittelt wurden 
im Vergleich. In den beiden ersten Versuchen war das Saatgut gebeizt. Hier wurde nur eine 
geringe Reproduktionsrate erreicht. Das Saatgut für den dritten Versuch war ebenfalls gebeizt, 
aber die Collembolen wurden dem System erst zugeführt, als der Mais schon abgestorben 
war. Es erscheint wahrscheinlich, dass die abgeschwächte Wirkung des Beizmittels für die 
erhöhte Reproduktionsrate verantwortlich ist. In den beiden letzten Experimenten wurde das 
Beizmittel vor Beginn des Versuchs abgewaschen. Hier wurden für die transgenen und 
isogenen Varianten die jeweils höchsten Vermehrungsraten ermittelt. Im ersten Versuch war 
die Reproduktionsrate beider Varianten ähnlich hoch. In den übrigen Versuchen vermehrten 
sich die Collembolen in den isogenen Vergleichen im Durchschnitt mehr als in den 
transgenen Ansätzen. 
 
 
 63 
4. Ergebnisse   
Modellversuch
R
ep
ro
du
kt
io
ns
ra
te
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
transgen
isogen
1. Versuch 2. Versuch 4. Versuch 5. Versuch3. Versuch
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.12: Mittlere Reproduktionsrate der transgenen und isogenen Ansätze in den 5 Modell-
testsystemen mit F. candida als Testorganismus. (Reproduktionsrate = arithmetischer Mittel-
wert aller Ansätze einer Testvariante/Anzahl eingesetzter Collembolen). 
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4.1.5 Collembolen-Abundanzen im Freiland 
Als Ergänzung zu den Labor- und Modellversuchen wurden im Jahr 2002 mit Hilfe von 
Bodenproben das Collembolenvorkommen im Freiland untersucht. Als Untersuchungsflächen 
dienten die in Parzellen unterteilten Mais-Versuchsflächen im Raum Bonn (s. Kapitel 3.4). 
Aufgrund des ergänzenden Charakters der Untersuchungen wurden die gefunden Collembolen 
nicht näher klassifiziert. 
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Abb. 4.13: Mittlere Collembolen-Abundanz auf den Freilandversuchsflächen Ende August 
2002. Den Mittelwerten liegen jeweils 24 untersuchte Bodenproben zugrunde (3 
Proben/Parzelle). Die Anzahl der gefundenen Collembolen bezieht sich auf eine Fläche von 
jeweils 19,63 cm2 bei einer Probenahmetiefe von 5 cm. Hieraus ergibt sich ein Probenvolumen 
von 98,17 cm3. Auf der Abszisse sind die drei Varianten der Maisbewirtschaftung aufgetragen: 
Iso (isogene Variante), Ins (Insektizidvariante) und Bt (Bt-Variante). Die Fehlerbalken zeigen 
den Standardfehler des Mittelwertes. Es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied 
(einseitige Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis: n = 72, α = 0,05, H = 4,073, P = 0,130). 
 
Zu keinem Untersuchungstermin wurden statistisch signifikante Unterschiede zwischen Bt-, 
isogenen, oder insektizidbehandelten Maisparzellen gefunden. Demnach konnten auch keine 
Effekte von Bt-Mais, die die Populationsgröße von Collembolen im Freiland verändern 
könnten, nachgewiesen werden. Abb. 4.13 zeigt die mittlere Collembolenabundanz auf den 
Versuchsflächen für Ende August 2002. In den acht mit Insektizid behandelten Parzellen 
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wurden mit durchschnittlich 32 die meisten Collembolen gefunden. In den Parzellen mit der 
isogenen Sorte ohne Maiszünslerbekämpfung wurden durchschnittlich 17, in den Parzellen 
mit Bt-Mais 20 Collembolen auf einer Fläche von knapp 20 cm2 gefunden. 
 
Bei der Hochrechnung auf den Quadratmeter gab es in den isogenen Parzellen 8807, in den 
Insektizidparzellen 14607 und in den Bt-Parzellen 10271 Collembolen bis zu einer Bodentiefe 
von 5 cm. Trotz der sichtbaren Unterschiede besteht kein statistisch signifikanter Unterschied 
zwischen den drei Varianten. Die Schwankungsbreite ist hoch, sie variiert zwischen einem 
und 111 gefundenen Collembolen. 
 
Anfang Oktober war die Verteilung anders (Abb. 4.14). Mit 18 Individuen wurden deutlich 
weniger Collembolen in den Insektizidparzellen gefunden, als 49 Tage vorher. In den beiden 
anderen Varianten wurden etwas mehr gefunden als Ende August. In den isogenen Parzellen 
durchschnittlich 21, in den Bt-Parzellen 22 Collembolen. Die Schwankungsbreite ist geringer 
und liegt zwischen 2 und 74. 
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Abb. 4.14: Mittlere Collembolen-Abundanz Anfang Oktober 2002. Die Fehlerbalken zeigen 
den Standardfehler des Mittelwertes. Es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied 
(einseitige Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis: n = 72, α = 0,05, H = 0,346, P = 0,841). 
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Bei der Zusammenfassung aller Proben von August und Oktober wird der Unterschied 
zwischen den drei verschiedenen Varianten noch geringer (Abb. 4.15). Mit durchschnittlich 
26 wurden zwar die meisten Collembolen in den Insektizidparzellen gefunden, der Unter-
schied zu den isogenen (19) und Bt-Parzellen (21) ist jedoch nicht signifikant. 
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Abb. 4.15: Vergleich der Collembolenabundanzen bei Zusammenfassung der Werte von Ende 
August und Anfang Oktober 2002. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittel-
wertes. Es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied (einseitige Varianzanalyse nach 
Kruskal-Wallis: n = 144, α = 0,05, H = 1,595, P = 0,450). 
4.2 Effekte auf Milben 
4.2.1 Milben-Abundanzen im Freiland 
Neben den Collembolen wurde gleichzeitig die Zahl der Milben (Acari) bestimmt. Diese, zur 
Klasse der Spinnentiere (Arachnida) gehörende Ordnung zählt neben den Collembolen zu den 
häufigsten Vertretern der bodenlebenden, zersetzenden Arthropoden-Fauna. Wie schon bei 
den Collembolen wurden auch bei den Milben keine statistisch signifikanten Unterschiede 
zwischen den drei Varianten oder den zwei Probenahmeterminen gefunden. Ende August war 
die Milbenanzahl in den isogenen Parzellen im Durchschnitt am geringsten (Abb. 4.16). Hier 
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wurden 4 Milben pro Probe gefunden, in den Insektizid- und Bt-Parzellen durchschnittlich 5 
Milben. Insgesamt wurden in den Bodenproben zwischen 0 und 15 Milben gefunden. 
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Abb. 4.16: Mittlere Milbenabundanzen auf den Versuchsflächen Ende August 2002. Die 
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes. Es besteht kein statistisch signifi-
kanter Unterschied (einseitige Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis: n = 72, α = 0,05, H = 
1,382, P = 0,501). 
 
Bei der zweiten Probenahme Anfang Oktober wurden durchschnittlich mehr Milben gefunden 
(Abb. 4.17). In den isogenen Parzellen waren diesmal durchschnittlich die meisten Milben (6 
Milben/ Probe), Ende August fand man dort noch die wenigsten Individuen. Ebenfalls mehr 
als beim 1. Termin, durchschnittlich 6 Milben, wurden in den Bt-Parzellen gefunden. In den 
mit Pyrethroid (Baytroid®) behandelten Parzellen waren durchschnittlich wieder 5 Milben pro 
Bodenprobe zu finden. Die Spanne lag zwischen 0 und 21 Milben. Insgesamt wurde mit der 
angewandten Methode zur Bestimmung der Milbenabundanzen weder Ende August noch 
Anfang Oktober populationsgrößenbestimmende Effekte durch transgenen Bt-Mais auf 
Milben gefunden. 
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Abb. 4.17: Mittlere Milbenabundanzen am 2. Probenahmetermin Anfang Oktober 2002. Die 
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes. Es besteht kein statistisch signifi-
kanter Unterschied (einseitige Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis: n = 72, α = 0,05, H = 
1,936, P = 0,375). 
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Bei Zusammenfassung der beiden Probenahmetermine werden die geringen Unterschiede 
zwischen den drei Varianten (Iso, Ins und Bt) noch kleiner (Abb. 4.18). In allen Varianten 
wurden im Mittel fast genau 5 Milben pro Probe gefunden.  
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Abb. 4.18: Vergleich der Milbenabundanzen bei Zusammenfassung der Werte von Ende August 
und Anfang Oktober 2002. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes. Es 
besteht kein statistisch signifikanter Unterschied (einseitige Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis: 
n = 141, α = 0,05, H = 0,468, P = 0,791). 
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4.3 Mikrobielle Aktivität 
Zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivität wurden Versuche zur Reduktion von DMSO in 
Bodenproben in den Jahren 2001 und 2002 durchgeführt. Ende September 2001 wurde der 
höchste DMSO-Umsatz in den Bodenproben der Bt-Parzellen gemessen (Abb. 4.19). Hier war 
die mikrobielle Aktivität statistisch signifikant höher (durchschnittlich 46 ng DMS g Boden-1 
h-1), als in den insektizidbehandelten Parzellen (35 ng DMS g Boden-1 h-1). In den isogenen 
Parzellen lag der Umsatz zwischen diesen beiden und unterschied sich nicht signifikant. 
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Abb. 4.19: Bestimmung der DMSO-Reduktion als Maß der mikrobiellen Aktivität auf den 
Freilandversuchsflächen (Kap. 3.4). Pro Parzelle wurden Ende September 2001 3 Bodenproben 
genommen um die Reduktion von DMSO zu DMS gaschromatographisch zu bestimmen. Die 
DMSO-Umsatzrate entspricht der Menge an gebildetem DMS (ng) h-1 g-1 Boden 
(Trockengewicht). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes. Signifikante 
Unterschiede sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet (Tukey-Test, n = 72, F = 
6,565, P = 0,006). 
 
Bei der Wiederholung des Tests mit denselben, bei 4°C gelagerten Bodenproben zeigte sich 
die gleiche Verteilung (Abb. 4.20). Jedoch waren die Unterschiede zwischen den Varianten 
nicht mehr so deutlich ausgeprägt, so dass auch kein statistisch signifikanter Unterschied 
mehr errechnet wurde. 
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Abb. 4.20: Wiederholung der gaschromatographischen Bestimmung der DMSO-Reduktion in 
den Bodenproben vom September 2001. Die DMSO-Umsatzrate entspricht der Menge an 
gebildetem DMS (ng) h-1 g-1 Boden (Trockengewicht). Die Fehlerbalken zeigen den Standard-
fehler des Mittelwertes, es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied (Einseitige Varianz-
analyse, n = 72, F = 1,336, P = 0,284). 
 
Anfang Oktober 2002 wurden erneut Bodenproben genommen und auf dieselbe Art 
analysiert. Hier zeigte sich ein umgekehrtes Muster (Abb. 4.21). Die Umsatzrate war in den 
Insektizidparzellen nun durchschnittlich am höchsten (154 ng DMS g Boden-1 h-1), in den 
isogenen und Bt-Parzellen war sie annähernd gleich hoch und im Vergleich zu den Insektizid-
parzellen um durchschnittlich 18 bzw. 19% niedriger. Diese Unterschiede waren jedoch nicht 
statistisch signifikant. 
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Abb. 4.21: DMSO-Reduktion auf den Versuchsflächen 2002 (08. Oktober). Der DMSO-Umsatz 
dient als Maß der mikrobiellen Aktivität im Boden. Die DMSO-Umsatzrate entspricht der Menge 
an gebildetem DMS (ng) h-1 g-1 Boden (Trockengewicht). Die Fehlerbalken zeigen den Standard-
fehler des Mittelwertes, es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied (Einseitige Varianz-
analyse, n = 72, F = 1,363, P = 0,278). 
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4.4 Suszeptibilität der Beifußpopulation des Maiszünslers gegenüber Cry1Ab 
Zur Ermittlung der Basis-Suszeptibilität der Beifuß-Maiszünsler vom unteren Rheintal bei 
Bonn wurden akute Toxizitätstests mit 3 verschiedenen Cry1Ab-Toxinen durchgeführt, die 
jeweils zu deutlich unterschiedlichen Ergebnissen in der Empfindlichkeit führten.  
4.4.1 Akuter Toxizitätstest mit Cry1Ab (Protoxin, Firma Syngenta) 
Abb. 4.22: Suszeptibilität der Beifuß-Maiszünsler (O. nubilalis) gegenüber Bt-Toxin. Hier wurde 
das Cry1Ab-Protoxin der Firma Syngenta verwendet. Nichtlineare Regression, n = 42, r2 = 0,915, 
Varianzanalyse: P < 0,0001. 
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Mit dem Cry1Ab-Protoxin der Firma Syngenta wurden insgesamt 7 Tests zur akuten Toxizität 
gegenüber den in Zucht gehaltenen Beifuß-Maiszünslern durchgeführt. Bei den eingesetzten 
Konzentrationen von 0,2 bis 8 µg Toxin/ml Nährmedium wurde eine Suszeptibilität der 
Larven gegenüber dem Toxin beobachtet (Abb. 4.22). In der Kontrolle starben nie mehr als 2 
von 48 Tieren (entspricht einer maximalen natürlichen Mortalität von 4,17%). Die höchste 
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Variabilität in der Mortalität zeigte sich bei den Konzentrationen 2,15 und 4,10 µg/ml. Hier 
variierte die prozentuale Sterblichkeit zwischen 33 und 85% bzw. zwischen 54 und 98%. Der 
mittlere LC50-Wert für das Protoxin lag bei 1,63 µg Toxin/ml Nährmedium (Tab. 4.2). 
4.4.2 Akuter Toxizitätstest mit Cry1Ab (trypsinisiertes Toxin, Firma Monsanto) 
Das trypsinisierte Toxin der Firma Monsanto wurde für 9 Akute Toxizitätstests verwendet. 
Abbildung 4.23 verdeutlicht die dosis-wirkungsbezogene Abhängigkeit. Die Larven der 
Beifuß-Maiszünsler waren wieder empfindlich gegenüber dem Toxin, und es reichten deutlich 
niedrigere Konzentrationen aus. Mit 0,19 µg Toxin/ml Nährmedium lag der LC50-Wert um 
eine Zehnerpotenz unter dem Wert für das Protoxin (Tab. 4.2). Die Larven reagierten 
demnach deutlich empfindlicher auf das trypsinisierte, aktivierte Toxin. 
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Abb. 4.23: Prozentuale Mortalität der Beifuß-Maiszünsler (O. nubilalis) in Abhängigkeit von 
der Toxinkonzentration. Als Toxin wurde das trypsinisierte Toxin der Firma Monsanto 
verwendet. Nichtlineare Regression, n = 63, r2 = 0,861, Varianzanalyse: P < 0,0001. 
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4.4.3 Akuter Toxizitätstest mit Cry1Ab (trypsinisiertes Toxin, SLFA) 
Das trypsinisierte Toxin der SLFA Neustadt musste in deutlich höheren Konzentrationen 
eingesetzt werden, als das ebenfalls trypsinisierte Monsanto-Toxin. Der aus 11 Tests 
gemittelte LC50-Wert lag bei 6,27 µg/ml (Tab. 4.2) und damit um das 33fache höher, als beim 
Monsanto-Toxin. Selbst das Syngenta-Protoxin war annähernd 4 mal wirksamer. Die Dosis-
Wirkungskurve ist in Abb. 4.24 dargestellt. 
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Abb. 4.24: Prozentuale Mortalität der Beifuß-Maiszünsler (O. nubilalis) in Abhängigkeit von 
der Toxinkonzentration. Als Toxin wurde das trypsinisierte Toxin der SLFA verwendet. 
Nichtlineare Regression, n = 88, r2 = 0,867, Varianzanalyse: P < 0,0001. 
 
Die Verteilung der 11 ermittelten LC50-Werte um den Mittelwert ist in Abb. 4.25 dargestellt. 
Der höchste LC50-Wert lag bei 8,85 µg/ml, der niedrigste bei 3,21 µg/ml. Somit ergibt sich 
eine Spanne von 5,64 µg/ml. Die Werte sind normalverteilt (Kolmogorov-Smirnov, P = 
0,493), d.h. sie variieren nicht in signifikant erhöhtem Maß um den Mittelwert. 
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Abb. 4.25: LC50-Werte für die mit trypsinisiertem Cry1Ab-Toxin (SLFA) 
getesteten Beifuß-Maiszünslerlarven. Die Querlinie zeigt den mittleren LC50-Wert 
(6,27 µg/ml) an. 
 
Tab. 4.2: Suszeptibilitätsniveaus der Beifuß-Maiszünsler (O. nubilalis) gegenüber Cry1Ab. Die 
dargestellten LC50-Werte (in µg/ml) wurden mit Hilfe der Software ToxRat® (Probitanalyse) ermittelt. 
Zusätzlich sind das 95%-Konfidenzintervall (CI) und der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) 
angegeben. 
 Syngenta (Protoxin) Monsanto (trypsinisiert) SLFA (trypsinisiert) 
Test LC50 95% CI  LC50 95% CI  LC50 95% CI  
1 1,38 0,08-3,21  0,18 0,13-0,27  8,85 5,14-14,62  
2 2,66 1,40-3,54  0,68 0,40-1,28  7,03 5,35-9,04  
3 0,89 0,60-1,20  0,20 0,12-0,34  4,74 3,65-6,22  
4 1,88 0,19-5,02  0,10 0,00-0,33  4,65 3,72-5,81  
5 1,00 0,58-1,47  0,06 0,02-0,10  5,78 4,16-8,35  
6 2,28 0,36-4,49  0,06 0,01-0,13  8,40 4,90-14,54  
7 1,30 0,01-2,67  0,10 0,06-0,14  7,40 5,01-12,90  
8    0,14 0,07-0,21  6,74 4,44-12,36  
9    0,22 0,17-0,27  7,64 4,73-16,29  
10       3,21 0,11-11,27  
11       4,56 2,97-8,19  
Mittel 1,63   0,19   6,27   
SEM 0,25   0,06   0,55   
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Zur Zusammenfassung der Ergebnisse zur Basissuszeptibilität des Beifuß-Maiszünslers sind 
die Dosis-Wirkungskurven der drei verwendeten Toxinchargen gemeinsam dargestellt (Abb. 
4.26). Man erkennt deutlich die unterschiedlichen Empfindlichkeiten der getesteten Mais-
zünsler: das trypsinisierte Monsanto-Cry1Ab wirkte am effektivsten, das ebenfalls trypsini-
sierte SLFA-Cry1Ab war am wenigsten wirksam. 
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Abb. 4.26: Vergleich der drei verwendeten Cry1Ab-Toxin-Chargen in ihrer Wirkung auf den 
Maiszünsler (aus Beifuß). Zum besseren Vergleich ist die x-Achse logarithmisch dargestellt. 
 
 
  4. Ergebnisse 
4.5 Versuche zum Paarungsverhalten von O. nubilalis 
Die Beifuß-Population des Maiszünslers könnte eventuell ebenfalls als natürliches Genpool-
Reservoir zur Erhaltung der Suszeptibilität des Maiszünslers dienen. Eine Grundvoraus-
setzung dafür ist jedoch die Paarung und erfolgreiche Nachkommenschaftsproduktion 
zwischen Beifuß- und Maispopulationen. Hierzu wurden Paarungsversuche mit den verschie-
denen Laborpopulationen durchgeführt. Als „Mais“-Zünsler wurden die Populationen K 
(mittleres Rheintal) und F (oberes Rheintal) verwendet, als Beifuß-Maiszünsler diente die 
Population aus Bonn-Tannenbusch (unteres Rheintal). Grundsätzlich konnten Falter jeder 
untersuchten Laborpopulation mit Individuen jeder anderen gekreuzt werden. Es wurden 
jedoch deutliche Unterschiede bei den verschiedenen Paarungsansätzen gefunden. Paarungs-
versuche zwischen Tieren mit gleicher Wirtspflanze waren signifikant erfolgreicher, als 
Paarungsversuche zwischen Tieren mit unterschiedlicher Wirtspflanze. 
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Abb. 4.27: Anzahl der Eigelege je Paarungsversuch. Dargestellt sind die Mittelwerte aus insge-
samt 108 Paarungen. BM = Beifußmaiszünsler, K, F = „Mais“-Zünsler (mittleres bzw. oberes 
Rheintal). Die jeweilige Anzahl der zugrundeliegenden Paarungen ist Tab. 3.10 zu entnehmen. 
Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes, unterschiedliche Buchstaben 
darüber signalisieren einen statistisch signifikanten Unterschied (Einseitiger Rangsummentest 
nach Kruskal-Wallis, n = 108, H = 46,784, P ≤ 0,001, Multipler Vergleich nach Dunn). 
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Abbildung 4.27 verdeutlicht, dass bei einer Paarung23 zwischen Faltern mit gleichem Wirt 
signifikant mehr Eigelege produziert wurden, als bei einer Paarung zwischen Faltern mit un-
terschiedlichem Wirt. Paarte man zwischen „Beifuß“- und „Mais“-Zünslern, so wurden 
durchschnittlich nur 3 bzw. 5 Eigelege (BM♀ X K♂ und K♀ X BM♂) gefunden. Bei Paarun-
gen innerhalb der Beifuß-Maiszünslerpopulation dagegen durchschnittlich 13 und bei einer 
Paarung innerhalb der Mais- Maiszünslerpopulation 13 bzw. 16 Eigelege (K♀K♂ bzw. 
K♀F♂). Die meisten Eigelege wurden also bei der Paarung zweier unterschiedlicher Mais- 
Maiszünslerpopulationen produziert. Dieser Paarungsansatz diente als Kontrolle. Hier konnte 
überprüft werden, ob sich die Mais- Maiszünslerpopulationen in bezug auf den Paarungs-
erfolg untereinander unterscheiden oder nicht. Zur Verdeutlichung der statistischen Unter-
schiede wurden in Tabelle 4.3 jeder Paarungsversuch in bezug auf die Anzahl an produzierten 
Eigelegen mit jedem anderen verglichen. Jeder Vergleich einer „internen Paarung“ mit einer 
„Hybridpaarung“ führt zu einem signifikanten Unterschied. Gleichzeitig wird nie ein signifi-
kanter Unterschied errechnet, wenn Hybridpaarungen oder Reinpaarungen miteinander 
verglichen werden. 
 
Tab. 4.3: Multipler Vergleich (jedes Ereignis mit jedem anderen) nach Dunn. 
Vergleich signifikanter Unterschied? (P<0,05) 
K♀F♂ vs. BM♀K♂ Ja 
K♀F♂ vs. K♀BM♂ Ja 
K♀F♂ vs. K♀K♂ Nein 
K♀F♂ vs. BM♀BM♂ Nein 
BM♀BM♂ vs. BM♀K♂ Ja 
BM♀BM♂ vs. K♀BM♂ Ja 
BM♀BM♂ vs. K♀K♂ Nein 
K♀K♂ vs. BM♀K♂ Ja 
K♀K♂ vs. K♀BM♂ Ja 
K♀BM♂ vs. BM♀K♂ Nein 
 
Bei der Untersuchung, in welchem Maße sich aus den Eigelegen nun auch Larven entwickeln, 
wurde diese Beobachtung noch deutlicher (Abb. 4.28). Bei der Paarung eines BM-Weibchens 
mit einem Männchen des mittleren Rheintals (K) erreichten durchschnittlich 38 Eier das 
                                                 
23 Die Verwendung des Begriffs „Paarung“ beschreibt das Zusammenführen der Partner und soll keine 
Aussage über eine tatsächliche sexuelle Interaktion machen. 
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Schwarzkopfstadium. Dieser Wert kommt allerdings auch nur durch einen Ausreißer 
zustande. Von 10 untersuchten Paaren hatten 9 keine Nachkommen produziert, ein Paar 
jedoch 383. Dieses Paar produzierte schon überdurchschnittlich viele Eigelege (19 bei einem 
Durchschnitt von 3). Durch diesen Ausreißer lässt sich auch kein signifikanter Unterschied 
zwischen BM♀K♂ und BM♀BM♂ errechnen. Ansonsten bestehen die gleichen signifikanten 
Unterschiede wie beim Vergleich der Eigelegeanzahl (Tab. 4.3). Wurden Weibchen des 
mittleren Rheintals (K) mit BM-Männchen gepaart, entstanden grundsätzlich keine lebens-
fähigen Nachkommen. Bei einer Paarung zwischen Tieren mit gleicher Wirtspflanze erreich-
ten durchschnittlich 328 (BM♀BM♂) bis 623 (K♀K♂) Eier das Schwarzkopfstadium und 
entwickelten sich somit auch erfolgreich zu Larven. Bei der Paarung der beiden Mais-
Maiszünslerpopulationen aus dem mittleren und dem oberen Rheintal entwickelten sich 
durchschnittlich 414 Larven. Zwar entstanden hier noch die meisten Eigelege, jedoch 
resultierten daraus nicht mehr die meisten Larven. 
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Abb. 4.28: 
Paarungsansätz
Rheintal). Die
darüber marki
Schwarzkopfst
Kruskal-Wallis
 BM♀K♂         K♀BM♂      K♀K♂     BM♀BM♂      K♀F♂Paarungsversuch
Durchschnittliche Anzahl der geschlüpften Larven bei den verschiedenen 
en. BM = Beifußmaiszünsler, K, F = „Mais“-Zünsler (mittleres bzw. oberes 
 Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes, gleiche Buchstaben 
eren homogene Gruppen. Voruntersuchungen zeigten, dass aus Eiern, die das 
adium erreichten auch Larven schlüpften. (Einseitiger Rangsummentest nach 
, n = 53, H = 27,674, P ≤ 0,001, Multipler Vergleich nach Dunn) 
81 
4. Ergebnisse   
Abbildung 4.29 zeigt die Eiablage-Quote der verschiedenen Paarungsansätze. Die Paarung 
von Faltern mit gleicher Wirtspflanze führte deutlich häufiger zu einer Eiablage, als bei 
Paarungen zwischen Faltern mit unterschiedlicher Wirtspflanze. Die Paarung zwischen BM♀ 
und K♂ bzw. K♀ und BM♂ resultierte nur in 28,6 bzw. 36,8% der Fälle in einer Eiablage. 
Demgegenüber wurden bei den Paarungen K♀K♂, BM♀BM♂ und K♀F♂ in 80, 90,5 und 
92,9% aller Fälle auch Eier produziert. Wie oft sich daraus Larven entwickelten, zeigt Abb. 
4.30. Interne Paarungen führten zu 79 bis 100% zu Nachkommen, Paarungen zwischen Tieren 
mit unterschiedlicher Wirtspflanze nur in maximal 10% der Fälle. 
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Abb. 4.29: Prozentualer Erfolg der verschiedenen Paarungsversuche, bezogen auf die Produktion von 
Eiern, n = 108. BM = Beifußmaiszünsler, K, F = „Mais“-Zünsler (mittleres bzw. oberes Rheintal). 
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Abb. 4.30: Prozentualer Erfolg der verschiedenen Paarungsversuche, bezogen auf die Produktion von 
Nachkommen, n = 108. BM = Beifußmaiszünsler, K, F = „Mais“-Zünsler (mittleres bzw. oberes 
Rheintal). 
 
 
 
 
Bei abschließender Betrachtung der Paarungsversuche ist ein deutlicher Unterschied zu 
erkennen. Bei internen Paarungen (Paarungen zwischen Maiszünslern mit gleicher Wirts-
pflanze) werden signifikant mehr Eigelege (Abb. 4.31) und ebenfalls signifikant mehr Nach-
kommen produziert als bei „Hybrid“-Paarungen (Paarungen zwischen Maiszünslern mit 
unterschiedlicher Wirtspflanze) (Abb. 4.32). 
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Abb. 4.31: Vergleich der Zahl an produzierten Eigelegen bei Hybrid-Paarungen 
und internen Paarungen. BM♀K♂, K♀BM♂ gelten als Hybrid-Paarung, 
BM♀BM♂, K♀K♂ und K♀F♂ als interne Paarung. BM = Beifußmaiszünsler, 
K, F = „Mais“-Zünsler (mittleres bzw. oberes Rheintal). Es besteht ein 
signifikanter Unterschied nach dem Mann-Whitney Rangsummentest (n = 108, T 
= 3810, P ≤ 0,001). 
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Abb. 4.32: Vergleich der Zahl an Nachkommen bei Hybrid-Paarungen und 
internen Paarungen. BM♀K♂, K♀BM♂ gelten als Hybrid-Paarung, BM♀BM♂, 
K♀K♂ und K♀F♂ als interne Paarung. BM = Beifußmaiszünsler, K, F = 
„Mais“-Zünsler (mittleres bzw. oberes Rheintal). Es besteht ein signifikanter 
Unterschied nach dem Mann-Whitney Rangsummentest (n = 108, T = 218, P ≤ 
0,001). 
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Um die Fertilität der entstandenen „Hybriden“ zu überprüfen, wurden diese wieder miteinan-
der gepaart (Abb. 4.33). Es konnte gezeigt werden, dass die F1-Generation aus Kreuzungen 
zwischen Maiszünslern mit unterschiedlichem Wirt (Beifuß/Mais) grundsätzlich fertil ist. 
Hybriden, die aus Kreuzungen zwischen K♀ und BM♂ hervorgingen, konnten relativ häufig 
erfolgreich miteinander gepaart werden. Bei 25 Paarungen wurden durchschnittlich 6 
Eigelege abgelegt, von denen dann 133 Eier das Schwarzkopfstadium erreichten. Ein anderes 
Bild ergab sich bei der Paarung von Hybriden, die aus Kreuzungen zwischen BM♀ und K♂ 
hervorgingen. Hier wurde bei 7 Paarungen nur ein einziges Mal 2 Eigelege abgelegt. Hieraus 
entwickelten sich 11 Larven. Trotz der relativ hohen Durchschnittswerte bei Paarungen 
zwischen K♀BM♂ x K♀BM♂ wurden jedoch 14 Mal keine Eier abgelegt und demzufolge 
keine Nachkommen produziert. Somit lässt sich zwar noch ein signifikanter Unterschied in 
der Eigelege-Anzahl errechnen, jedoch nicht mehr in der Anzahl der Nachkommen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  K♀BM♂    X   K♀BM♂      BM♀K♂   X   BM♀K♂ 
 
 
Abb. 4.33: Anzahl der Eigelege und Nachkommen bei Paarung der entstandenen Hybriden aus den 
Kreuzungen von Maiszünslern mit unterschiedlicher Wirtspflanze. BM = Beifußmaiszünsler, K = 
„Mais“-Zünsler (mittleres bzw. oberes Rheintal). Die Buchstaben stehen für den signifikanten 
Unterschied beim Vergleich der Eigelege-Anzahl nach dem Mann-Whitney Rangsummentest (n = 32, 
T = 68, P = 0,032); Anzahl der Nachkommen (n = 32, T = 84, P = 0.156). 
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Parallel zu den Paarungsversuchen wurde der Zeitpunkt der ersten Eiablage und die 
durchschnittliche Lebensspanne (ab Falterschlupf) der verschiedenen Laborpopulationen 
ermittelt. 
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Abb. 4.34: Tag der ersten Eiablage bei den verschiedenen 
Paarungsversuchen. BM = Beifußmaiszünsler, K, F = „Mais“-Zünsler 
(mittleres bzw. oberes Rheintal).  Es besteht ein statistisch signifikanter 
Unterschied zwischen der 1. Eiablage der BM♀K♂-Paarungen und der 
K♀K♂-Paarungen sowie zwischen den BM♀K♂- und BM♀BM♂-
Paarungen (Einseitiger Rangsummentest nach Kruskal-Wallis, n = 72, H = 
18,79, P ≤ 0,001, Multipler Vergleich nach Dunn). 
 
Abb. 4.34 verdeutlicht eine Verzögerung der ersten Eiablage bei den Paarungen zwischen 
Maiszünslerpopulationen aus Mais und Beifuß. Die erste Ablage von Eiern erfolgte bei 
Paarungen innerhalb der K-Population oder innerhalb der Beifuß-Maiszünslerpopulation 
durchschnittlich nach 3,7 bzw. 3,9 Tagen (Paarung zwischen den K- und F-Populationen: 4,4 
Tage). Demgegenüber wurde die erste Eiablage bei Paarungen zwischen BM♀ und K♂ oder 
K♀ und BM♂ durchschnittlich erst nach 5,7 Tagen, also zwei Tage später beobachtet. Insge-
samt war der Zeitpunkt der ersten Eiablage sehr variabel. Die früheste erfolgte schon nach 
zwei, die späteste erste Eiablage nach 11 Tagen. 
 
Ähnlich deutlich zeigt sich die Verzögerung der 1. Eiablage bei der Zusammenfassung der 
verschiedenen Paarungsansätze zu Hybrid-Paarung und interner Paarung (Abb. 4.35). Bei 
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internen Paarungen erfolgt die erste Eiablage signifikant früher als bei Hybrid-Paarungen (4 
bzw. 5,7 Tage nach Zusammenlegung der Partner). Insgesamt konnte gezeigt werden, dass bei 
Paarungen zwischen Beifuß- und Mais-Maiszünslern sowohl weniger Eigelege, als auch 
Nachkommen produziert werden. Zusätzlich dazu wurde unter den Paaren, die Eier 
produzierten, eine verzögerte Eiablage beobachtet. 
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Abb. 4.35: Vergleich des Zeitpunkts der ersten Eiablage bei Hybrid-
Paarungen und internen Paarungen. BM♀K♂, K♀BM♂ gelten als Hybrid-
Paarung, BM♀BM♂, K♀K♂ und K♀F♂ als interne Paarung. BM = 
Beifußmaiszünsler, K, F = „Mais“-Zünsler (mittleres bzw. oberes Rheintal). 
Dargestellt sind die Mittelwerte aus 26 bzw. 46 Paarungen, bei denen es 
überhaupt zur Eiablage kam. Die 1. Eiablage erfolgt bei internen Paarungen 
signifikant früher (Mann-Whitney Rangsummentest, n = 72, T = 1290, P ≤ 
0,001). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an. 
 
 
Abschließend wurde die Lebensspanne der für die Paarungsversuche benutzten adulten Mais-
zünsler ermittelt (Abb. 4.36). Bei insgesamt 216 untersuchten Tieren variierte die Lebens-
spanne stark und lag zwischen 3 bis 21 Tagen. BM-Männchen und Männchen der Population 
des oberen Rheintals (F) lebten mit durchschnittlich 11 bzw. 12 Tagen am längsten. BM-
Weibchen und K-Männchen lebten ca. 9 Tage, K-Weibchen ungefähr einen Tag länger. Ein 
statistischer Unterschied zwischen den unterschiedenen Populationen besteht allerdings nicht. 
Bei der Unterscheidung nach Populationszugehörigkeit (Abb. 4.37) lebten die Falter des 
mittleren Rheintals (K) 9,17 Tage (103 Individuen) und die Beifuß-Falter 10,08 Tage (99 
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Individuen). Die Falter des oberen Rheintals (F) lebten mit durchschnittlich 11,86 Tagen am 
längsten. Aufgrund der geringeren Individuenzahl (14) ist der Standardfehler des Mittelwertes 
jedoch deutlich größer. Bei der Unterscheidung nach Wirtszugehörigkeit besteht wieder kein 
statistisch signifikanter Unterschied. Die aus Beifuß stammende Population lebte durch-
schnittlich 10,08 und die aus Mais stammenden Populationen 9,49 Tage (Abb. 4.38). Einen 
statistischen Unterschied findet man auch nicht bei der Unterscheidung nach dem Geschlecht. 
In Abb. 4.39 sind alle Versuchstiere nur nach ihrem Geschlecht und nicht nach Wirts-
zugehörigkeit unterschieden. Insgesamt lebten die männlichen Maiszünsler fast genau 10 
Tage und damit durchschnittlich einen halben Tag länger, als die Weibchen. Bei der Zusam-
menfassung aller 216 untersuchten Falter ohne jegliche Unterscheidung wurde eine Lebens-
spanne von 9,76 Tagen (SEM: 0,269) ermittelt (ohne Abbildung). 
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Abb 4.36: Lebensspanne der für die Paarungsversuche verwendeten Falter 
des Maiszünslers. BM = Beifußmaiszünsler, K, F = „Mais“-Zünsler 
(mittleres bzw. oberes Rheintal). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler 
des Mittelwertes an. Es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied 
(Einseitige Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis, n = 216, H = 8,24, P = 
0,083). 
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Abb. 4.37: Lebensspanne der Falter mit Unterscheidung nach Populations-
zugehörigkeit. BM = Beifußmaiszünsler, K, F = „Mais“-Zünsler (mittleres bzw. 
oberes Rheintal). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes 
an. Es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied (Einseitige Varianz-
analyse nach Kruskal-Wallis, n = 216, H = 5,28, P = 0,072). 
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Abb. 4.38: Lebensspanne der Beifuß- und Mais-Falter des Maiszünslers 
(unabhängig von ihrem Geschlecht). BM = Beifußmaiszünsler, K, F = „Mais“-
Zünsler (mittleres bzw. oberes Rheintal). Die Fehlerbalken zeigen die Standard-
abweichung an. Es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied (Mann-
Whitney Rangsummentest, n = 216, T = 11373, P = 0,168). 
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Abb. 4.39: Durchschnittliche Lebensdauer von jeweils 108 Maiszünsler-
Männchen und -Weibchen (Adulte). Die Fehlerbalken zeigen den 
Standardfehler des Mittelwertes an. Es besteht kein statistisch signifikanter 
Unterschied (Mann-Whitney Rangsummentest, n = 216, T = 11990, P = 
0,554) 
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Beim Anbau von Bt-Mais würde die Menge an insektiziden Cry1Ab-Proteinen im Boden im 
Vergleich zur bisherigen Nutzung von Bacillus thuringiensis als Spritzpräparat ansteigen. Die 
Annahme, dass sich die Produktion von Bt-Toxinen zur bakteriellen Verteidigung gegen den 
Fraß von Invertebraten (wie Nematoden, Milben oder Collembolen) oder mikrobielle Konkur-
renz entwickelte, erscheint möglich (Addison 1993). Demzufolge erscheint es auch möglich, 
dass Nichtzielorganismen wie beispielsweise Bodenarthropoden existieren, die suszeptibel auf 
Bt-Toxine reagieren. Anders als bei Bt-Spritzpräparaten wird bei Bt-Mais (MON 810) direkt 
das aktive Toxin produziert. Gelangt es in den Boden und wird es dort von Bodenorganismen 
aufgenommen, muss es nicht erst durch einen hohen pH-Wert im Darm und spezielle Protea-
sen aktiviert werden, wie es beim Protoxin der Fall ist. Diese Tatsache könnte Effekte auf 
Organismen ermöglichen, die bisher nicht empfindlich reagierten (Höfte und Whiteley 1989). 
5.1 Auswirkungen von Bt-Toxin auf Nichtzielorganismen am Beispiel von 
Collembolen 
Die durchgeführten Versuche zeigen keine negativen Auswirkungen von Bt-Mais bzw. 
Cry1Ab-Toxin auf Collembolen. Aufgrund der möglichen Persistenz von Cry-Proteinen im 
Boden sind Untersuchungen zu möglichen Effekten dieser insektiziden Proteine auf boden-
bewohnende Insekten nötig. Im FIFRA SAP Report (2001) werden drei wichtige Anforderun-
gen aufgezählt, die ein Testorganismus erfüllen sollte: die Testspezies soll möglicherweise 
direkt von dem Toxin betroffen sein, sie sollte sich im Zielökosystem befinden und es sollte 
eine dominante oder/ und wichtige Art sein. Collembolen erfüllen diese Anforderungen, denn 
sie gehören zu den häufigsten Vertretern der zersetzenden Arthropoden-Fauna, wobei sich die 
meisten von Bakterien, Pilzen und totem Pflanzenmaterial ernähren. Außerdem reagieren 
Collembolen, wie die meisten Bodeninsekten, stark auf die Präsenz von Pflanzenwurzeln. So 
stieg die Anzahl an Collembolen bei steigender Wurzelbiomasse deutlich an. In wurzelfreiem 
Boden fand man pro Liter Boden 96 Tiere, bei 8 bzw. 32 g Baumwollwurzeln 250 bzw. 380 
Tiere (Gisi 1990). Hier wurde also gezeigt, dass Collembolen wurzelnahe Bereiche bevorzu-
gen und sogar benötigen. Falls diese Wurzeln nun Cry-Toxine ausscheiden würden, wären 
empfindlich reagierende Collembolen besonders betroffen. Labor- und Feldstudien zeigen, 
dass Collembolen auf bestimmte Insektizide suszeptibler reagierten, als routinemäßig über-
prüfte Arthropoden (Frampton 1994; Scopes und Lichtenstein 1967). Wie in Kapitel 2.4.1. 
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beschrieben, eignet sich bei den Collembolen vor allem Folsomia candida als Test-
organismus. F. candida ist eine der meist verbreitetesten Bodenarthropodenart und ernährt 
sich hauptsächlich von pflanzlichen Rückständen, Bakterien und Pilzen (Crouau et al. 1999). 
Bei einem Vergleich von vier Collembolenarten gegen verschiedene Insektizide war F. 
candida die zweitempfindlichste Art und zeigte demnach keine besondere Abweichung in der 
Suszeptibilität (Wiles und Frampton 1996). Sims und Martin (1997) empfehlen F. candida 
ausdrücklich für Toxizitätstests mit Cry1Ab im Vergleich zu Xenylla grisea (Collembola) 
aufgrund höherer Sensitivität gegenüber dem Insektizid Chlorpyrifos, besserer Kultivier-
barkeit und geringerer Variabilität in Testergebnissen. Weitere wichtige praktische Vorteile 
von F. candida sind das hohe Reproduktionspotential und die einfache Haltung, da F. candida 
im Gegensatz zu vielen anderen Arten (z.B. Isotoma viridis und I. anglica) mit Trockenhefe 
gefüttert werden kann (Achazi et al. 2000). 
5.1.1 Akute Toxizitätstests 
Die Untersuchungen zur akuten Toxizität des Spritzpräparats MVP®II auf F. candida dienten 
als Vorversuche. MVP®II beinhaltet zu 20% Cry1Ac δ-Endotoxin aus B. thuringiensis var. 
kurstaki in abgetöteten und fixierten Pseudomonas fluorescens-Zellen und kann aus diesem 
Grund nicht mit den Versuchen zu Cry1Ab-Toxinen verglichen werden. Die akuten Toxizi-
tätstests zeigten deutliche Dosis-Wirkungsbeziehungen (Abb. 4.1 und 4.2). Mit Sand als 
Matrix wurden um eine Zehnerpotenz erniedrigte LC50-Werte festgestellt (Tab. 4.1). Böden 
mit geringem Gehalt an Tonmineralen und organischen Stoffen weisen häufig eine geringe 
Bindungsaffinität für viele Xenobiotika auf (Crouau et al. 1999). In einer Studie von Wiles 
und Frampton (1996) wirkten die Rückstande chemischer Insektizide auf alle vier getesteten 
Collembolenarten in sandigem Boden toxischer als in sandigen Tonböden. Die Verwendung 
von Sand als Matrix kann demnach als schlimmstmöglicher Fall auch für die Wirkung von 
MVP®II angesehen werden. Es konnte jedoch nicht geklärt werden, ob die gefundene Dosis-
Wirkungsbeziehung auf die direkte Wirkung des Cry1Ac δ-Endotoxins zurückzuführen war. 
Die Möglichkeit besteht, dass statt dessen Formulierungsstoffe des MVP®II-Präparats für die 
toxische Wirkung verantwortlich waren. 80% des öligen Präparats bestehen aus Formulie-
rungsstoffen, deren Zusammensetzung aufgrund des Firmengeheimnisses nicht bekannt 
waren. Bei der Untersuchung zu zwei Dipel®-Präparaten (Dipel®8L und Dipel®8AF) wurde 
nachgewiesen, dass die gefundene toxische Wirkung auf F. candida nicht von den Bt-Wirk-
stoffen (Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2A und Cry2B) verursacht wurde, sondern allein 
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durch die ölige Formulierung eines der beiden Präparate (Dipel®8L). Die wässrige Formulie-
rung von Dipel®8AF verursachte ebenso keinen Effekt, wie die Formulierung und die Wirk-
stoffe zusammen (Addison und Holmes 1995). Leider war es nicht möglich, Angaben über 
die Formulierung von MVP®II zu erhalten. Anfragen an den Hersteller zur Bereitstellung der 
Formulierung ohne Cry-Toxine blieben unbeantwortet, so dass letztlich nur vermutet werden 
kann, dass die gefundenen Effekte von MVP®II auf F. candida ebenfalls durch die öligen 
Formulierungsstoffe verursacht wurden. Es kann entweder ein direkter toxischer Effekt vor-
liegen oder die ölige Formulierung führt zu Verklebungen und letztlich zur Erstickung der 
hautatmenden Collembolen (Addison und Holmes 1995). Betrachtet man den Bezug zu den 
praxisüblichen Anwendungskonzentrationen, hat die gefundene Dosis-Wirkungskurve ohne-
hin keine Relevanz. Die Anwendungskonzentration von MVP®II beträgt je nach Befallsstärke 
250 g bis 1 kg Reintoxin pro Hektar (Herstellerinformation, Mycogen Corporation). Pro 
Quadratmeter werden also 25-100 mg appliziert, von denen wiederum nur ein Bruchteil den 
Boden erreicht. 
 
Die trypsinisierten Cry1Ab-Toxine der Firma Monsanto und der SLFA Neustadt verursachten 
im akuten Toxizitätstest keinen Effekt auf F. candida. Aufgrund der geringen zur Verfügung 
stehenden Mengen konnten nur wenige Tests mit dem Monsanto-Toxin durchgeführt werden. 
Die relativ hohen Konzentration von bis zu 80 µg/g Boden blieben ohne Effekt. Im Vergleich 
dazu lag der LC50 für die Maiszünsler aus Beifuß bei 0,19 µg/ml. Dieses Ergebnis zeigt, dass 
auch bei noch höheren Konzentrationen wohl kein Effekt zu erwarten gewesen wäre, denn 
wenn Proteine eine toxische Wirkung besitzen, wirken sie nach heutigem Kenntnisstand über 
akute Mechanismen schon in sehr geringen Konzentrationen (Sjoblad et al. 1992). Zudem 
wird kalkuliert, dass bei Bt-Pflanzen-Anbau pro Gramm Boden mit weniger als 100 ng Cry-
Proteine zu rechnen ist (FIFRA SAP Report 2001). Die Versuche mit dem SLFA-Toxin 
bestätigen die Monsanto-Ergebnisse. Alle sechs Tests mit Konzentrationen bis zu 125 µg/g 
zeigten keinen akut toxischen Effekt auf F. candida. 
5.1.2 Tests zur Reproduktion 
Der Test zur Reproduktion von F. candida ist sensitiver und liefert mehr Informationen als 
akute Toxizitätstests (Krogh und Petersen 1995). In den Reproduktionstests mit trypsinisier-
tem Monsanto-Toxin wich jedoch die Reproduktionsrate bei keiner Konzentrationsstufe signi-
fikant zur toxinfreien Kontrolle ab (Abb. 4.5). Im Bericht der US EPA (2000a) wird gefordert, 
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Studien zu Nichtzieleffekten mit Cry1Ab-Protein aus Pflanzenmaterial statt mit E. coli-
produziertem Cry1Ab durchzuführen. Diese Forderung bezieht sich u.a. auf eine Studie, in 
der E. coli-produziertes Cry1Ab keinen Effekt auf die Collembolenarten F. candida und 
Xenylla grisea zeigte (Sims und Martin 1997). Als Folge der in den Kapiteln 2.3.2 und 3.3 
beschriebenen Ungenauigkeiten zwischen E. coli- und pflanzlich exprimiertem Toxin wurden 
zusätzlich Reproduktionstests mit transgenem Blattmaterial durchgeführt, um vor allem die 
Einarbeitung von pflanzlichem Material in den Boden nach der Ernte zu simulieren. Versuche 
mit transgenen Kartoffeln und Baumwolle zeigen, dass F. candida das Pflanzenmaterial frisst. 
Während des Versuchs färbte sich der zuerst farblose Darm durch die Fütterung mit Blatt-
material grün (Yu et al. 1997). In drei identischen Versuchen kam es innerhalb der Versuchs-
dauer nie zu einer Reproduktion der eingesetzten Collembolen (Abb. 4.6). Die Mortalitätsrate 
bei Testorganismen auf Novelis-Blattmaterial (transgen) wich nie signifikant von der Kon-
trolle (Nobilis) ab. Es ist möglich, dass alleine das Blattmaterial (mit und ohne Cry1Ab) die 
Reproduktion und Entwicklung von F. candida negativ beeinflusst. Dies belegen mehrere 
Studien (Romeis et al. 2003; Van Amelsvoort und Usher 1989; Yu et al. 1997). 
5.1.3 Modelltestsysteme 
Der Anbau von transgenem Bt-Mais und die mögliche Wirkung von Cry1Ab-Toxin sollte mit 
Hilfe der Modelltestsysteme stark vereinfacht simuliert werden. In Europa existiert derzeit nur 
ein standardisierter Test mit Bodenorganismen im Substrat Boden – der Test auf Mortalität 
des Regenwurms Eisenia fetida (OECD 1984). Dieser Test ist jedoch nicht ausreichend, um 
ökotoxikologische Risiken für die Fauna des Bodens zu beschreiben. Erstens handelt es sich 
nur um einen Test auf akute Toxizität, der deshalb weniger sensitiv als ein Test auf chroni-
sche Toxizität ist, zweitens repräsentieren Regenwürmer nur einen Teil der Bodenfauna 
(Crouau et al. 1999). Weil sich in dieser Arbeit der Fokus auf Effekte von Bt-Mais auf Col-
lembolen richtet und keine geeignete Testvorlage aus der Ökotoxikologie existiert, wurde das 
beschriebene Modelltestsystem entwickelt. Hier sollte hauptsächlich das Austreten von 
Cry1Ab-Proteinen in den Boden durch Exsudation der Wurzeln (Saxena et al. 1999; Saxena 
und Stotzky 2000) und natürliche Wurzelzersetzung simuliert werden (Abb. 2.4). Die Ge-
samtexsudation von Wurzeln kann bis zu 10% des Wurzelgewichts erreichen. Zusätzlich 
kommt es zur Zellabstoßung in der Wurzelhauben- oder Wurzelhaarzone (Gisi 1990). Einige 
Collembolenarten, wie z.B. Onychiurus fimatus, fressen sogar an Wurzeln wachsender Pflan-
zen (Hoffmann et al. 1999). Die Cry1Ab-Konzentration in den Wurzeln der Sorte Novelis 
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beträgt durchschnittlich 4,2 µg/g Frischgewicht (Nguyen et al. 2002). Falls 5% der Cry1Ab-
Proteine pro Gramm Wurzel suszeptiblen Insekten zur Verfügung ständen, wäre ein negativer 
Effekt möglich (LC50 für die Maiszünsler aus Beifuß: 0,19 µg/ml). Grundsätzlich müssen die 
Modelltestsysteme mit gebeiztem Saatgut von den Versuchen mit ungebeiztem Saatgut abge-
grenzt werden. Die ersten zwei Versuche mit gebeiztem Saatgut unterscheiden sich haupt-
sächlich in der Wahl des Substrats. Die Einheitserde des ersten Versuchs war reicher an Ton-
mineralen und Huminstoffen als der Lufa 2.1-Standardboden. Im ersten Versuch wurde kein 
signifikanter Unterschied gefunden, obwohl sich die Beizung der transgenen Pflanzen 
(Novelis) von der Beizung der isogenen (Nobilis) unterschied. Insbesondere enthielt die No-
velisbeizung im Gegensatz zur Nobilisbeizung den insektiziden Wirkstoff Methiocarb. Erst 
im zweiten Versuch wurde ein deutlich signifikanter Unterschied gefunden. Es besteht die 
Möglichkeit, dass die Tonmineralien und Huminstoffe der Einheitserde große Teile der Beiz-
mittelwirkstoffe binden konnten und damit ein negativer Effekt unterbunden wurde. Die ge-
ringe Bindungskapazität des sandigen Lufabodens könnte den Unterschied im zweiten Ver-
such erklären, da hier die Beizmittelwirkstoffe in stärkerem Maß biologisch verfügbar waren. 
Die Toxinwirkung verschiedener chemischer Insektizide ist in sandigem Boden stärker als in 
Böden mit höherem Tongehalt (Wiles und Frampton 1996). Im dritten Versuch (mit 
Beizmitteln) sollte hauptsächlich die Situation nach der Ernte simuliert werden. Hierzu wur-
den die Collembolen erst nach der Wachstumsphase des Mais in das System eingesetzt. Die 
transgenen Pflanzen konnten über 125 Tage hinweg Cry1Ab-Proteine in den Boden aus-
scheiden, zusätzlich dazu kam es zu einem erhöhten Zersetzungsprozess der im System belas-
senen Wurzeln. Die Reproduktionsrate der transgenen Ansätze lag unter der Rate der 
nichttransgenen Ansätze (8,26 : 13,29), der Unterschied war jedoch nicht statistisch signifi-
kant. Der geringere Unterschied im Vergleich zum zweiten Versuch lässt sich durch die abge-
schwächte Wirkung der Beizmittel erklären, die im Verlauf der 125 Tage natürlichen Abbau-
prozessen unterlagen. Zusammenfassend gilt es festzustellen, dass die Beizung des Saatguts 
eventuelle Effekte von Cry1Ab überdeckt. Die Tatsache, dass alleine das Beizmittel schon 
negative Effekte auf Collembolen (und andere Arthropoden?) haben kann, sollte jedoch vor 
allem bei Freilandversuchen und dem anbaubegleitenden Monitoring transgener Pflanzen 
berücksichtigt werden. In diesem Fall würde gebeiztes Saatgut mit vielleicht ebenfalls 
insektiziden Wirkstoffen verwendet werden. 
 
Für die Versuche 4 und 5 wurde das Beizmittel vollständig abgewaschen. Ungebeiztes Saat-
gut konnte zu diesem Zeitpunkt leider nicht bereit gestellt werden. Des weiteren wurde die 
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Bodenmatrix durch Kiesbeimengung verändert, um den Tieren eine bessere Beweglichkeit im 
Raum zu ermöglichen. Im Boden lebende Collembolen bewohnen hauptsächlich grobporigen 
Boden mit Rissen und Wurm- und Wurzelkanälen. Solch ein Boden wird als sandiger Kies 
mit einer Korngröße von 100 µm - 6 mm klassifiziert (Gisi 1990). Die Reproduktionsrate war 
in beiden Versuchen deutlich höher, als in den Versuchen mit Saatgutbeizung (14,28 : 5,06). 
Dieser Vergleich spricht für eine reproduktionshemmende Wirkung der Beizmittel. Eventuell 
wirkte sich auch die Kiesbeimengung positiv aus. Die Ergebnisse der beiden Versuche ohne 
Beizmittel ähneln sich sehr. Die Reproduktionsraten waren für die transgenen (12,79 und 
12,16) und die isogenen Ansätze (15,61 und 16,56) fast gleich und sprechen für eine Standar-
disierung der Testbedingungen. Andererseits waren die Spannen der gefundenen Tiere groß: 
im 4. (bzw. 5.) Versuch wurden 0-631 (77-1928) Tiere in den isogenen und 2-583 (34-815) 
Tiere in den transgenen Ansätzen gefunden. In mehreren Ansätzen war die Population aus 
ungeklärten Gründen sogar vollständig zusammengebrochen. Diese hohe Varianz ist vermut-
lich auch dafür verantwortlich, dass sich die transgenen Ansätze im 4. Versuch statistisch 
nicht von den isogenen unterschieden, im 5. Versuch aber doch. In einer Studie von Crouau et 
al. (1999) wurde die Reproduktion von je 20 F. candida-Individuen über einen Zeitraum von 
57 Tagen beobachtet. Bei vier Wiederholungen des Versuchs waren die ersten fünf Eiablage-
Peaks mehr oder weniger synchron, ab dem vierzigsten Tag ließ die Synchronität jedoch 
immer stärker nach, so dass sich die Eiablage um mehrere Tage verschob und auch in der 
Höhe unterschied. Anfangs völlig identische Versuche endeten nach 60 Tagen in deutlich 
unterschiedlichen Abundanzen. Hier wird ein grundsätzliches Problem des Modelltestsystems 
deutlich. Einerseits erscheint es sinnvoll, den Versuch nach den ersten Reproduktionen zu 
beenden, um die Synchronität zu erhalten, andererseits sollte in diesem speziellen Fall der 
Versuch länger dauern, um eine gewisse Akkumulierung der exsudierten Cry-Proteine zu er-
reichen. Bei einer Fortführung dieses Testsystems wäre es sinnvoll, die Collembolen erst nach 
einer gewissen Zeit des Pflanzenwachstums dem System zuzuführen. Damit wäre sowohl eine 
Akkumulation des Toxins als auch eine kürzere Versuchsdauer möglich. Durch die geringere 
Anzahl an Reproduktionszyklen würden gleichzeitig weniger Tiere entstehen. Dies erscheint 
sinnvoll, denn durch zu viele Individuen kann Konkurrenzdruck die Fruchtbarkeit von F. 
candida negativ beeinflussen (Green 1964; Usher et al. 1971). Des weiteren ist ein hoher, 
kontinuierlicher Feuchtegehalt ausgesprochen wichtig, denn F. candida reagiert sehr sensitiv 
auf nur leichtes Austrocknen des Substrats in bezug auf die Reproduktionsrate (Crouau et al. 
1999). Abschließend betrachtet wurde eine gewisse Standardisierung des Modelltestsystems 
erreicht. Um  die starken Schwankungen der Individuenzahlen zu reduzieren sollten jedoch 
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die beschriebenen Verbesserungen befolgt werden. Es konnte mit Sicherheit festgestellt wer-
den, dass die Beizmittel alleine einen negativen Effekt auf die Reproduktion von F. candida 
haben. Ob Cry1Ab einen negativen Effekt verursachte, kann hier nicht mit völliger Sicherheit 
beantwortet werden. Jedoch fällt auf, dass die Reproduktionsrate in den transgenen Ansätzen 
bis auf den 1. Versuch niedriger war als in den isogenen Ansätzen. Von vorneherein unge-
beiztes (oder mindestens gleich gebeiztes) Saatgut wäre die wichtigste Voraussetzung zur 
Klärung dieser Frage, denn es kann nicht völlig ausgeschlossen werden, dass minimale Reste 
am abgewaschenen Saatgut verblieben und dann noch einen negativen Einfluss in die 
transgenen Ansätzen bewirkten. 
5.1.4 Collembolen und Milben im Freiland 
In den ergänzenden Versuchen zur Collembolen- und Milbenabundanz im Freiland wurden zu 
keinem Untersuchungszeitpunkt signifikante Unterschiede in Bt-, Isogen- oder Insektizidpar-
zellen gefunden. Sowohl die Collembolen- als auch die Milbenabundanzen der Insektizidpar-
zellen waren zum 1. Termin in der Tendenz höher, als die Abundanzen in den Iso- oder Bt-
Parzellen. Hier könnte eine Beeinträchtigung der Fressfeinde von Collembolen und Milben 
durch die Insektizidspritzung vom 13.07.2002 vermutet werden, so dass Collembolen und 
Milben verstärkt vorkommen (vgl. Holopainen und Rikala (1995)). Diese Beobachtung 
machte auch Tepner (2002) zwischen Juni und September. Im Laufe der Zeit könnte eine Ab-
schwächung dieses Effekts vermutet werden. Tatsächlich ist diese Tendenz beim 2. Termin 
auch nicht mehr zu erkennen, in den Insektizidparzellen wurden sogar im Durchschnitt die 
wenigsten Collembolen und Milben gefunden. Die benutzte Methode der Flotation erwies 
sich als gut geeignet für Collembolen. Wiles und Frampton (1996) geben für die Auf-
schwemmmethode eine Wiederfinderate für Collembolen von 95% an. Bei der Umrechnung 
auf einen Quadratmeter wurden durchschnittlich 10800 Collembolen gefunden. Mit der 
Lebendaustreibung durch einen Temperatur- und Feuchtegradienten wurden auf den selben 
Versuchsflächen dagegen nur Individuenzahlen von maximal 600/m2 ermittelt (Tepner 2002). 
Dagegen befinden sich die von Heisler und Brunotte (1998) in einem Weizenfeld gefundenen 
Collembolen-Abundanzen in der Größenordnung der hier erzielten Ergebnisse (13.000 
Individuen/m2). Auch Andrén und Lagerlöf (1983) geben Zahlen von >105/m2 an. Insgesamt 
wurden deutlich weniger Milben gefunden. Pro Quadratmeter liegt der durchschnittliche Wert 
bei 2545 Milben. Noppeney (2002) fand bei der Lebendaustreibung Ende Juni 2001 weniger 
als 1500, Anfang August jedoch durchschnittlich 9800 und Anfang September sogar 29000 
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Milben/m2. Für Grünlandböden werden Individuenzahlen zwischen 50000-150000/m2 ange-
geben, für Ackerböden etwas weniger (Dunger 1983). Eventuell ist die angewandte Methode 
zur Abundanzbestimmung von Milben weniger geeignet als die dynamische Austreibung. 
Grundsätzlich sind Methoden der dynamischen Austreibung sehr zeitsparend und ergeben gut 
fixierte Tiere. Sie haben den Nachteil, dass die Bodenproben frisch verarbeitet werden 
müssen und nur die lokomotorisch reaktionsfähigen Stadien erhalten werden. Methoden der 
mechanischen Auslese haben den Vorteil, dass die Bodenproben bis zur Verarbeitung tiefge-
froren beliebig lang aufbewahrt werden können und immobile Stadien erfasst werden. Ihre 
Nachteile bestehen im hohen Arbeitszeitaufwand, besonders bei dichten organischen Böden 
(Dunger und Fiedler 1989). Aufgrund des ergänzenden Charakters dieser Untersuchungen 
wurden die gefundenen Collembolen und Milben nicht genauer klassifiziert. Zudem ist die 
Artenverteilung im Bodenprofil stark von den Nahrungs- und Feuchteverhältnissen abhängig 
(Gisi 1990). Zahlreiche Umweltfaktoren (mikrobieller Abbau, Temperatur, Adsorption) redu-
zieren die Persistenz oder Bioverfügbarkeit von Cry-Proteinen. Neben der Annahme, dass die 
unterschiedlichen Versuchsparameter (Iso, Ins oder Bt) keinen Einfluss auf die Populations-
größe von Collembolen und Milben ausüben, erscheint diese Reduzierung der Persistenz als 
wichtigster Punkt. 
5.1.5 Bioverfügbarkeit von Cry-Proteinen im Boden 
Es sind nicht nur Überlegungen zu potenziellen toxischen Effekten auf Nichtzielorganismen 
nötig, vielmehr müssen auch Fragen zum Verhalten und zur Persistenz des Toxins im Boden 
beantwortet werden. Die Beurteilung der Persistenz von Cry-Proteinen im Boden erscheint in 
Betrachtung aktueller Literatur jedoch äußerst schwierig und bedarf noch eingehender 
Grundlagenforschung. Halbwertszeiten für Cry-Proteine im Boden variieren zwischen 0,5 und 
46 Tagen, wobei noch nicht einmal geklärt ist, ob das Konzept der Halbwertszeit überhaupt 
für Cry-Proteine im Boden angewendet werden darf (FIFRA SAP Report 2001). Die stark 
variierenden Ergebnisse zur Persistenz beruhen in hohem Maß auf methodischen Unterschie-
den. Es wurden sterile oder nicht-sterile Böden verwendet, homogene Feld-Böden oder artifi-
zielle Böden, reines, bakteriell exprimiertes oder pflanzlich exprimiertes Toxin. Die Cry-
Proteine gelangen hauptsächlich durch Wurzelexsudation (Saxena et al. 1999; Saxena und 
Stotzky 2000) und Einarbeitung der pflanzlichen Reste nach der Ernte in den Boden (Tapp 
und Stotzky 1998). Zwahlen et al. (2003) fanden in Feldversuchen folgende Abbauraten von 
Cry1Ab in Maisrückständen nach der Ernte: bei Unterpflügen der Ernterückstände wurden 
 
 
  5. Diskussion 
nach 2 Monaten noch 20% einer Ausgangskonzentration von durchschnittlich 15 µg Cry1Ab-
Protein/ g Trockengewicht gemessen. Nachdem im Winter kein weiterer Abbau stattfand, 
setzte sich der Abbau im Frühjahr aufgrund steigender Temperaturen fort. Ohne Unterpflügen 
wurde der Toxingehalt während der ersten 40 Tage auf 38% reduziert. Am Ende des Versuchs 
nach 200 Tagen konnten noch 0,3% der Ausgangskonzentration detektiert werden. Maiswur-
zeln besitzen die seltene Eigenschaft, dass zur Exsudation von Proteinen kein Signalpeptid 
benötigt wird, so dass gerade bei Mais die Exsudation von Cry-Proteinen besonders hoch sein 
könnte (FIFRA SAP Report 2001). Hier stellt sich die Frage, welche Mengen an Cry-
Proteinen in den Boden gelangen. Auf einem Hektar mit Bt 176-Mais (61 000 Pflanzen) 
werden totale Cry1Ab-Mengen von 4,9 - 9,8 g angegeben. Diese Angabe bezieht sich auf den 
maximalen Toxingehalt, der zur Zeit der Pollenschüttung (Anthesis) erreicht wird. Für 
alternde Pflanzen sinkt dieser Wert auf 0,49 g/ha ab (Fearing et al. 1997). Für Bt-Baumwolle 
wurde kalkuliert, dass 30 ng Cry1Ab in 1g Boden gelangen (Palm et al. 1994), nach einer 
andere Quelle verbleiben nach vier Wochen weniger als 50 ng Cry-Proteine/g Boden (FIFRA 
SAP Report 2001). Im Boden unterliegen die Toxine dann natürlichen Abbaufaktoren. Ein 
bestimmter Anteil kann jedoch auch an Tonminerale gebunden werden und dadurch der De-
gradation durch Mikroorganismen entgehen (Tapp und Stotzky 1995a). Dieser Anteil behält 
seine insektizide Aktivität über einen langen Zeitraum (über 8 Monate), was in Biotests mit 
Larven des Tabakschwärmers (Manduca sexta) und des Colorado Kartoffelkäfers 
(Leptinotarsa decemlineata) gezeigt wurde (Tapp und Stotzky 1998). Gebundene Cry1Ab-
Proteine zeigten sogar eine höhere Toxizität als freie Toxine (Tapp und Stotzky 1995b). Ins-
gesamt existieren noch zu wenige Daten über die wirkliche Persistenz von Cry-Proteinen im 
Boden unter natürlichen Bedingungen (unterschiedliche geographische Regionen, verschie-
dene Bodentypen), zumal die Simulation der Rhizosphäre mit den Faktoren Boden, Pflanze, 
Mikroorganismen sehr komplex ist (FIFRA SAP Report 2001). 
5.2 Mikrobielle Aktivität 
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Bodenmikroorganismen sind unverzichtbar für den Kreislauf der Nährstoffe. Sie gewinnen 
ihre Energie aus der Mineralisierung organischer Rückstände und setzen dabei CO2 und anor-
ganische Nährstoffe (Nitrat, Sulfat, Phosphat etc.) frei, die wieder von den Pflanzen genutzt 
werden. Aus diesem Grund ist die mikrobielle Aktivität für die Bodenfruchtbarkeit und die 
Homöostase des Systems Boden/Pflanze von wesentlicher Bedeutung (Grego et al. 1996). 
Derzeit gibt es noch zu wenige Studien über den Einfluss von Cry-Proteinen auf mikrobielle 
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Populationen (FIFRA SAP Report 2001). Als Maß der mikrobiellen Aktivität im Boden der 
Freilandversuchsparzellen wurde die Reduktion von DMSO zu DMS untersucht. Im ersten 
Jahr der Untersuchung (2001) war die mikrobielle Aktivität in den Bt-Parzellen am höchsten 
und unterschied sich signifikant von den insektizidbehandelten Parzellen (Abb. 4.19). Auf den 
ersten Blick deutet dieses Ergebnis auf einen negativen Einfluss des Pyrethroids Baytroid® 
hin, obwohl die Spritzung jedoch schon elf Wochen vor der Probenahme erfolgte. Bei der 
Wiederholung der Messungen mit den selben Bodenproben war die DMSO-Umsatzrate gene-
rell höher. Die Tendenz sah ähnlich aus, jedoch bestand kein signifikanter Unterschied mehr, 
so dass eine direkte Verarbeitung der genommenen Proben zu empfehlen ist (auch wenn eine 
6-wöchige Lagerung bei 4°C laut Alef und Kleiner (1989) möglich ist). Die Untersuchungen 
im Jahr 2002 ergaben keine signifikanten Unterschiede mehr. In der Tendenz war jedoch 
diesmal die höchste mikrobielle Aktivität in den Insektizidparzellen, während sich Iso und Bt 
wieder nicht deutlich unterschieden. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die 
Untersuchungen zur DMSO-Reduktion nicht auf einen positiven oder negativen Einfluss 
eines Bt-Maisanbaus auf die mikrobielle Aktivität hindeuten. Studien der Environmental 
Protection Agency (EPA) zeigten ebenfalls keine Unterschiede der mikrobiellen Populationen 
in Böden mit Bt-Pflanzenmaterial oder konventionellem Pflanzenmaterial (Donegan et al. 
1995). Auch Saxena und Stotzky (2001a) fanden keinen Effekt auf das in vitro-Wachstum 
verschiedener Bodenmikroorganismen: Gram-positive und -negative Bakterien, filamentöse 
und Hefepilze (Zygomyceten, Ascomyceten, Deuteromyceten) und Algen (Grünalgen, 
Diatomeen). Allerdings ist die angewandte Methode wie alle Methoden zur Untersuchung von 
Enzymaktivitäten im Freiland sehr anfällig gegen äußere Störeinflüsse. So kann die mikro-
bielle Aktivität im Jahresgang aufgrund von Klimaschwankungen innerhalb kurzer Zeit be-
trächtlich schwanken (um 100% innerhalb von 10 Tagen). Die klimabedingten Aktivitäts-
schwankungen sind oft viel größer, als solche, die durch Dünger oder Pflanzenschutzmittel-
gaben erfolgen könnten (Gisi 1990). Des weiteren können kleinklimatische Unterschiede die 
Untersuchung erschweren. Solche Unterschiede können schon durch mehr oder weniger 
starke Beschattung infolge eines unterschiedlichen Pflanzenwachstums entstehen (Magg et al. 
2001). Gerade 2001 gab es große Unterschiede im Wachstum der verschiedenen Varianten. 
Bt-Mais wuchs am besten, so dass es hier auch zur stärksten Beschattung kam (pers. 
Mitteilung Gathmann). Trotzdem ist es sinnvoll, die Bodenflora in einem anbaubegleitenden 
Monitoring zu untersuchen. Die Wurzeln scheiden hohe Mengen an organischem Material 
aus, was die Rhizosphäre zu einem bevorzugten Ort mikrobieller Besiedlung macht. Alle 
Stoffausscheidungen tragen zur Bildung eines gelatinösen Belags an der Wurzeloberfläche 
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bei, der Mucigel genannt wird und die Ernährungs- und Energiequelle aller heterotrophen 
Mikroorganismen der Rhizosphäre darstellt. Ein Einfluss exsudierter Cry-Proteine würde sich 
vor allem hier bemerkbar machen (Grego et al. 1996). Eventuell könnten andere enzymatische 
Summenparameter der Bodenmikroflora für ein Monitoring angewendet werden. Hier stehen 
Methoden zur Quantifizierung der Bodenatmung, Ammonifikation oder Dehydrogenase-
Aktivität zur Verfügung. In der Regel zeigen diese Methoden jedoch eine gute Übereinstim-
mung mit dem DMSO-Test (Alef und Kleiner 1989). 
5.3 Maiszünsler in Beifuß 
Im Falle eines großflächigen Anbaus von Bt-Mais bestünde die Gefahr der Resistenzent-
wicklung des Schadinsekts. Aufgrund einer stark erhöhten Präsenz des Bt-Toxins würde der 
Selektionsdruck auf den Maiszünsler enorm ansteigen, so dass sich eine Resistenz sehr wahr-
scheinlich entwickeln würde. Bei einem langjährigen Einsatz eines Insektizids ohne vorbeu-
gende Maßnahmen ist die Entstehung einer Resistenz die Regel, denn bei allen bekannten 
Klassen von chemischen Insektiziden existieren resistent gewordene Insektenarten – heute 
sind bereits mehr als 500 Fälle bekannt (Georghiou und Lagunes 1988). Um eine Resistenz-
entwicklung bei Bt-Mais zu vermeiden, bedarf es vorbeugender Maßnahmen. 
5.3.1 Untersuchungen zur Suszeptibilität der Beifuß-Maiszünsler gegenüber Cry1Ab 
Zu den vorbeugenden Maßnahmen zählen auch Untersuchungen zur Basis-Suszeptibilität des 
Maiszünslers, bevor Bt-Mais großflächig angebaut wird. Die Untersuchungen zur Suszeptibi-
lität der Maiszünslerpopulation aus Beifuß lieferten in Abhängigkeit vom eingesetzten Toxin 
unterschiedliche Ergebnisse. Jedes Toxin einzeln betrachtet verursachte konsistente Ergeb-
nisse in Abhängigkeit von der eingesetzten Konzentration. Dies zeigen die deutlichen Dosis-
Wirkungsbeziehungen (Abb. 4.22 - 4.24), die geringen Unterschiede zwischen den einzelnen 
LC50-Werten sowie die Konfidenzintervalle (Tab. 4.2). Die sehr geringe Kontrollmortalität 
von maximal 4,17% spricht für geeignete Testbedingungen und für gute Zucht- und 
Haltungsbedingungen im Allgemeinen. Eine Alternative zu der angewandten Methode des 
Untermischens ist die Applikation des gelösten Toxins auf die Oberfläche des Nährmediums. 
Diese Methode muss vor allem dann in Betracht gezogen werden, wenn nur geringe Toxin-
mengen zur Verfügung stehen, da hier deutlich weniger Toxin eingesetzt werden muss. 
Grundsätzlich muss hier zwischen dem Protoxin (Syngenta) und den beiden trypsinisierten 
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Toxinen (Monsanto und SLFA) unterschieden werden. Beim Protoxin betrug der mittlere 
LC50 1,63 µg/ml. Auf dieselbe Art und Weise wurden drei Maiszünslerpopulationen aus Mais 
(Bodensee, oberes und mittleres Rheintal) getestet (Saeglitz, unveröffentlicht). Zwischen den 
Mittelwerten aller Populationen besteht kein statistisch signifikanter Unterschied (Einseitige 
Varianzanalyse, n=20, F=2,52, P=0,095). 
 
Das trypsinisierte Monsanto-Toxin war deutlich effektiver als das Protoxin. Die Erklärung für 
diese Effektivität liegt darin, dass das Toxin im Insektendarm im Gegensatz zum Protoxin 
nicht mehr proteolytisch gespalten werden muss, sondern direkt in der gesamten Konzentra-
tion wirksam ist. Das Ergebnis wird durch die LC50-Werte der „Mais“-Zünsler-Populationen 
Bodensee, oberes und unteres Rheintal bestätigt. Auch hier waren deutlich niedrigere Kon-
zentrationen des trypsinisierten Monsanto-Toxins im Vergleich zum Protoxin nötig (Saeglitz, 
unveröffentlicht). Dementsprechend bildet die Beifuß-Maiszünslerpopulation mit den Mais-
zünslerpopulationen aus Mais eine homogene Gruppe in bezug auf die Suszeptibilität (Tukey-
Test, s. Anhang). Monsanto gab für den Maiszünsler einen LC80-Wert von 0,16 µg/ml an. Die 
eigenen Versuche ergaben jedoch einen mittleren LC80-Wert von 1,00 µg/ml an. Gründe für 
diesen Unterschied könnten in der Durchführung der Tests liegen. Parameter wie die Futter-
zusammensetzung oder Applikation des Toxins (auf die Oberfläche des Nährmediums oder 
homogen gemischt) können zu deutlich unterschiedlichen Ergebnissen führen. Andererseits 
ist auch eine Reduzierung der Aktivität im Laufe der Zeit oder durch mehrmaliges Auftauen 
denkbar. Ein weiterer, nicht zu unterschätzender Faktor kann in der Wahl des Testorganismus 
liegen. Zwar wurde in beiden Fällen O. nubilalis verwendet, jedoch sind amerikanische und 
europäische Maiszünsler-Populationen seit nahezu einem Jahrhundert voneinander getrennt 
und könnten demzufolge eine unterschiedliche Basis-Suszeptibilität aufweisen. 
 
Die Verwendung des trypsinisierten Toxins der SLFA führte im Vergleich zum Monsanto-
Toxin zu widersprüchlichen Ergebnissen. Der mittlere LC50 lag mit 6,27 µg/ml um das 
33fache über dem Monsanto-Wert. Selbst das Syngenta-Protoxin war 4 Mal wirksamer. Die 
Werte der 11 Tests sind normalverteilt und weisen auf einheitliche Testbedingungen hin (s. 
Konfidenzintervalle). Die LC50-Werte der mit dem SLFA-Toxin getesteten Maiszünsler-
populationen aus Mais (Bodensee, oberes, mittleres und unteres Rheintal) liegen mit dem 
Faktor 9,4 ebenfalls signifikant höher als die Werte für die Syngenta- und Monsanto-Toxine 
(Saeglitz, unveröffentlicht). Die Diskrepanz der Toxine der Firma Monsanto und der SLFA 
wurde bei allen durchgeführten Tests deutlich, obwohl es sich in beiden Fällen um 
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trypsinisierte Cry1Ab-δ-Endotoxine handelte. Der Grund für diesen Unterschied ist demnach 
in den jeweiligen Herstellungsverfahren der Toxine zu suchen. Es kann hier jedoch nicht ge-
klärt werden, wo der Unterschied zwischen beiden produzierten Toxinen liegt. Beide Toxine 
wurden mit Hilfe eines rekombinanten E. coli-Stamms hergestellt und anschließend nach der 
Expression trypsinisiert und damit auf bis auf ein trypsin-resistentes Kernprotein verkürzt. 
Die Unsicherheit in der Charakterisierung der jeweiligen Toxinchargen macht deutlich, dass 
hier eine nicht zu unterschätzende Fehlerquelle liegt. Für ein Suszeptibilitätsmonitoring des 
Maiszünslers bei langjährigem Anbau von Bt-Mais ist eine gleichbleibende Qualität des zu 
testenden Toxins unbedingt erforderlich. Die vorliegenden Ergebnisse machen deutlich, dass 
eine zuverlässige Aussage über eine eventuelle Resistenzentwicklung nur möglich ist, wenn 
für die langjährige Bereitstellung eines gleichbleibenden Toxins gesorgt wurde. 
 
In Hinblick auf die Bewertung des Maiszünslers mit Beifuß als Wirt als potenzieller Genpool 
zur Erhaltung der Suszeptibilität sind die erzielten Ergebnisse sehr wertvoll. Die mit den 
Monsanto- und Syngenta-Toxinen erzielten Ergebnisse weichen nicht statistisch signifikant 
von den Ergebnissen der Maiszünslerpopulationen ab, deren Wirtspflanze Mais war (Saeglitz, 
unveröffentlicht). Dieses Ergebnis deckt sich mit Untersuchungen von Marçon (1999), die 
zeigen, dass die Basis-Suszeptibilität des Maiszünslers in den USA nicht signifikant differiert. 
Dabei konnten die Populationen alleine durch die Suszeptibilität nicht nach ihrer geographi-
schen Herkunft unterschieden werden. Unterschiedliche Pheromonrassen sowie uni- bis 
multivoltine Typen hatten grundsätzlich eine ähnliche Basis-Suszeptibilität. Die vorliegenden 
Ergebnisse zeigen, dass die Maiszünslerpopulationen aus Beifuß in etwa gleich empfindlich 
gegenüber Cry1Ab ist wie die Maiszünslerpopulationen aus Mais. Daraus lässt sich ableiten, 
dass Hybriden aus der Paarung eines resistent gewordenen Maiszünslers aus Mais mit einem 
suszeptiblen Beifuß-Maiszünsler wieder suszeptibel auf Cry1Ab reagieren würde (falls es sich 
um einen rezessiven Erbgang in bezug auf die Resistenz handelt; s. Kapitel 2.3.3). Dieses 
Ergebnis erlaubt weiterhin Überlegungen zur Einbeziehung von Maiszünslerpopulationen in 
Beifuß in Refugiums-Strategien zur Resistenzverzögerung. Wie oben beschrieben verursachte 
das SLFA-Toxin unerwartete Ergebnisse. Unter anderem weichen die Ergebnisse mit Beifuß-
Maiszünslern auch von denen mit Mais-Maiszünslern ab – Beifuß-Maiszünsler reagierten 
weniger empfindlich auf das Toxin als Mais-Maiszünsler. Bevor nicht geklärt ist, wodurch die 
allgemeine „Schwäche“ des SLFA-Toxins verursacht wurde, lassen sich auch keine verläss-
lichen Schlüsse aus der Abweichung zwischen diesen Populationen ziehen. 
 103 
5. Diskussion   
5.3.2 Paarungsversuche mit O. nubilalis 
Die Ergebnisse der Paarungsversuche weisen deutlich auf eine Nichteignung der Maiszünsler-
E-Rasse als ein sinnvoller Teil der Refugiumsstrategie zur Resistenzvermeidung hin. Unter 
der Voraussetzung, dass es sich bei einer entwickelnden Resistenz um eine rezessiv vererbte 
Resistenz handeln würde, werden vor allem Refugien mit nicht-transgenem Mais diskutiert 
(Gelernter 1997; Roush 1997). In solchen Refugien sollen suszeptible Maiszünsler die Mög-
lichkeit zur Entwicklung erhalten, um sich dann mit den Maiszünslern zu kreuzen, bei denen 
sich eine Resistenz entwickelt hat. Die in bezug auf das Resistenzallel heterozygoten Nach-
kommen wären dann wieder suszeptibel für das nach Möglichkeit in hohen Dosen (Roush 
1996; Gould 1998) exprimierte Toxin. Andow und Hutchison (1998) empfehlen für Bt-Mais 
20% nicht-transgene Pflanzen als Refugium. Ob es sich dabei um Mais oder um andere 
Wirtspflanzen des Maiszünslers handelt, ist nicht entscheidend. Der Maiszünsler hat ein 
Wirtsspektrum von über 200 Pflanzenarten (Losey et al. 2001). Dazu zählen weitere Kultur-
pflanzen wie Kartoffel, Pfeffer, Bohne, Hafer, Weizen oder Hirse und „Unkräuter“ wie 
Weißer Gänsefuß (Chenopodium album), Beifußblättrige Ambrosie (Ambrosia artemisifolia), 
Fuchsschwanz (Amaranthus ssp.) oder Hühnerhirse (Echinochloa crus-gálli) (Hodgson 1928). 
Vor allem kommt hier aber der Gemeine Beifuß (Artemisia vulgaris) in Betracht, denn er gilt 
als Pflanze, die der Maiszünsler-E-Rasse in hohem Maße als Wirt dient (Langenbruch et al. 
1985). Demnach könnte benachbarter Beifuß als Refugium und damit die E-Rasse des Mais-
zünslers als Genpoolreservoir zur Vermeidung einer Resistenz dienen. Die Anzahl an Beifuß-
pflanzen in der Umgebung von Maisfeldern müsste ausreichend sein, zumal bei männlichen 
Maiszünslern Flugstrecken von über 800 Metern normal sind. Männliche wie weibliche Mais-
zünsler wurden nach wenigen Nächten sogar in 23-49 km oder nach nur 100 Minuten in 14 
km Entfernung wieder eingefangen (Showers et al. 2001). Grundvoraussetzung für die Mög-
lichkeit von Beifuß als Refugium ist allerdings eine möglichst ungehinderte Paarung zwi-
schen den Mais- und Beifußpopulationen. Die durchgeführten Paarungsversuche mit dem 
Maiszünsler offenbaren wichtige Ergebnisse zur Beurteilung dieses Plans. Grundsätzlich 
konnten Falter jeder untersuchten Laborpopulation mit Individuen jeder anderen gekreuzt 
werden, d.h. es bestand die Fähigkeit zur Produktion von Nachkommen. Es wurden jedoch 
deutliche Unterschiede bei den verschiedenen Paarungsansätzen gefunden. Wie schon im Er-
gebnisteil erwähnt wird hier unter Paarung lediglich das Zusammenführen der Partner ver-
standen. Ob eine sexuelle Interaktion stattfand, wurde hier nicht untersucht. Interne Paarun-
gen, d.h. Paarungen zwischen Maiszünslern, die entweder beide aus Beifuß oder beide aus 
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Mais stammen, waren signifikant erfolgreicher, als Hybrid-Paarungen, d.h. die Partner hatten 
jeweils eine andere Wirtspflanze. An dieser Stelle muss erwähnt werden, dass auch jungfräu-
liche Maiszünslerweibchen (dementsprechend unbefruchtete) Eier legen, die dann aber keine 
Larven hervorbringen (Gathmann, pers. Mitteilung). Trotzdem wurden schon bei der Anzahl 
der Eigelege statistisch signifikante Unterschiede gefunden. Hybrid-Paarungen brachten 
weniger Eigelege hervor als interne Paarungen (Abb. 4.27). Auch die Frage, ob überhaupt 
Eier abgelegt wurden, wurde deutlich zugunsten der internen Paarung entschieden (Abb. 
4.29). Es wurden nicht nur weniger Eigelege produziert, wenn Beifuß-Falter mit der Mais-
Faltern gepaart wurden, sondern es resultierten auch deutlich weniger Larven aus diesen 
Eigelegen (Abb. 4.28). Nur jede zehnte Paarung zwischen BM♀ und K♂ brachte auch Larven 
hervor. Die Paarung zwischen K♀ und BM♂ verlief in bezug auf resultierende Larven immer 
erfolglos (Abb. 4.30). Insgesamt waren interne Paarungen deutlich erfolgreicher als Hybrid-
Paarungen. Dies war sowohl in bezug auf die Anzahl an Eigelegen (Abb. 4.31) als auch an 
Nachkommen (Abb. 4.32) der Fall. Die F-Population diente hierbei sozusagen als Kontrolle, 
ob es sich um einen Populationseffekt oder tatsächlich um einen Effekt handelt, der auf der 
unterschiedlichen Wirtsnutzung beruht. Die Tatsache, dass K♀xF♂ bei allen Versuchen eine 
homogene Gruppe mit den Ereignissen K♀K♂ und BM♀BM♂ bildete, spricht deutlich für 
einen wirklichen Wirtseffekt. Die entstandenen Hybriden waren grundsätzlich fertil. Jedoch 
wurden deutliche Einschränkungen in der Fertilität bei Kreuzungen zwischen BM♀K♂-
Hybriden ermittelt. In der Praxis könnten also BM-Weibchen (in Beifuß) an Mais angepasste 
Männchen anlocken (wenn auch nur selten, s.u.) und sich paaren. Die entstandenen Nach-
kommen könnten jedoch Schwierigkeiten haben, sich wieder miteinander zu paaren. Der um-
gekehrte Fall (Mais ♀ lockt Beifuß ♂ an; Paarung und erneute Paarung der Hybriden) scheint 
eher möglich. Aufgrund der wie beschrieben selten geglückten Paarungen zwischen den un-
terschiedlich angepassten Maiszünslern war die Menge an entstandenen Hybriden jedoch 
ziemlich gering (n = 32), so dass die Ergebnisse vorsichtig betrachtet werden müssen. Auch 
wenn eine eindeutige Aussage über die Zugehörigkeit eines Maiszünslers zur E- oder Z-Rasse 
nur durch die Pheromonanalyse möglich ist, deuten die erzielten Ergebnisse stark darauf hin, 
dass es sich bei der untersuchten Population aus Beifuß tatsächlich um die E-Rasse handelt. 
Die Ergebnisse zum Paarungserfolg decken sich mit Berichten, dass sich Z-Rasse-Männchen 
nur selten mit E-Rasse-Weibchen paaren. Klun und Maini (1979) fanden im Labor eine 
„Irrtumswahrscheinlichkeit“ des Z♂ von nur 3%. Außerdem besiedeln die beiden Pheromon-
rassen nach bisherigem Wissen in Deutschland bis auf wenige Ausnahmen verschiedene 
Wirtspflanzen: die E-Rasse vor allem Beifuß, die Z-Rasse Mais (Lorenz 1993). Die 
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Ergebnisse deuten also erstens darauf hin, dass sich Maiszünsler in Beifuß nicht als Kreu-
zungspartner für an Mais angepasste Maiszünsler eignen, zweitens scheint es sich tatsächlich 
um unterschiedliche Rassen zu handeln. Nicht nur die niedrige Paarungsfrequenz zwischen 
Beifuß-Maiszünslern (E-Rasse) und Mais-Maiszünslern (Z-Rasse) spricht gegen eine Eignung 
von Beifuß-Maiszünslern als Genpool für Suszeptibiltätsallele (in bezug auf Cry1Ab). 
Darüber hinaus fand Lorenz (1993) heraus, dass es nur eine geringe zeitliche Überschneidung 
des Schlupfes von beifuß- und maisbewohnenden Maiszünslern in den Jahren 1987 und 1988 
im Raum Freiburg gab. Im Mittel schlüpften dort die E-Rasse-Falter 18 Tage vor den Z-
Rasse-Faltern. Die Z-Rasse benötigt also eine höhere Temperatursumme zum Schlupf. Die 
Wachstumsrate der Mais-Larven ist höher als die der Beifuß-Larven, was auf eine bessere 
Nahrungsqualität des Mais zurückzuführen ist. Aufgrund des dadurch erlangten höheren Ge-
wichts der weiblichen Mais-Larven resultiert als Folge auch ein erhöhtes Eiablagepotential 
der adulten Weibchen (Lorenz 1993). Deshalb war es für die durchgeführten Paarungs-
versuche von Vorteil, dass alle Versuchstiere auf dem selben Nährmedium gezüchtet wurden. 
Das Eiablagepotential der unterschiedlichen Populationen war dadurch gleich. Die Ergebnisse 
zum Paarungsverhalten sprechen deutlich gegen die Eignung von Maiszünslern mit Beifuß als 
Wirt als Genpoolreservoir. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich Z-Rasse-Individuen mit E-
Rasse-Individuen paaren wird aufgrund der beschriebenen Faktoren sehr gering sein. Es 
erscheint eindeutig wahrscheinlicher, dass sich die Z-Rasse nur untereinander paart. Geringer 
Paarungserfolg führt zwangsläufig auch zu einem niedrigen Genfluss zwischen den beiden 
Rassen. Eine Refugiumsstrategie erfordert jedoch einen hohen Genfluss zwischen Maiszüns-
lern im Bt-Mais und Individuen in den Refugien. Untersuchungen aus Frankreich belegen 
ebenfalls einen geringen Genfluss zwischen Maiszünslern, die an Mais angepasst sind und 
Populationen auf anderen Wirtspflanzen (Bourguet et al. 2000b). Hier wurde die genetische 
Variabilität mit Hilfe von Isoenzym-Frequenzen untersucht. Maiszünslerpopulationen aus 
Mais, Hopfen (Humulus lupus) und Beifuß hatten jeweils einen hohen intraspezifischen 
Genfluss, so dass man jeweils von einer Population sprechen konnte. Der Genfluss (bzw. die 
Übereinstimmung im Isoenzymmuster) zwischen maisbewohnenden Zünslern einerseits und 
Zünslern mit den Wirtspflanzen Hopfen und Beifuß andererseits war jedoch gering. Die 
Übereinstimmung war so gering, dass von mehr oder weniger isolierten, auf Mais lebenden, 
Populationen gesprochen werden kann. Bei einer vorangegangenen Untersuchung wurde 
hoher Genfluss zwischen Maiszünslern mit dem Wirt Mais in ganz Frankreich ermittelt 
(Bourguet et al. 2000a). In Frankreich existieren ebenfalls die E- und die Z-Rasse des Mais-
zünslers. Aufgrund der gefundenen genetischen Isolation kann vermutet werden, dass es sich 
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bei den maisbewohnenden Populationen um die Z-Rasse und bei den Populationen mit 
Hopfen und Beifuß als Wirt um die E-Rasse handelt. Bourguet et al. (2000b) kommen zu dem 
Schluss, dass Nicht-Maispflanzen in Frankreich aufgrund der beschriebenen Isolation der 
Mais-Zünsler nicht als Refugien für suszeptible Maiszünsler im Rahmen eines Resistenz-
managements in Betracht kommen. Losey et al. (2001) kommen zu dem Schluss, dass andere 
Wirtspflanzen als Mais schon wegen ihrer geringen Menge an beherbergten Maiszünslern 
nicht ausreichen, um den Bedarf an Refugien für suszeptible Maiszünsler im Maisfeld zu 
reduzieren. Die Tatsache, dass feldnahe Unkräuter den adulten Maiszünslern oft als Paarungs-
stätte dienen (Showers et al. 1976), lässt vermuten, dass sie dort auch häufig ihre Eier 
ablegen. Dies war auch der Fall, jedoch entstanden daraus im Vergleich zu Mais nur sehr 
selten vollständig entwickelte Nachkommen – die Nicht-Mais-Wirte hatten also eine niedrige 
Produktivität. Es gibt zwar viele Wirtspflanzen für den Maiszünsler neben Mais, aber die 
meisten bieten nicht die Voraussetzungen für eine vollständige Entwicklung des Zünslers 
(Willson 1980). 
 
Parallel zu den Paarungsversuchen wurde der Zeitpunkt der ersten Eiablage und die durch-
schnittliche Lebensspanne der adulten Versuchstiere ermittelt. Wieder scheinen die Hybrid-
paarungen benachteiligt, denn bei Paarungen zwischen Beifuß- und Mais-Zünslern erfolgte 
die erste Eiablage erst nach durchschnittlich 5,7 Tagen, bei internen Paarungen jedoch schon 
nach 4 Tagen (Abb. 4.35). Es konnte nicht geklärt werden, ob die verzögerte Eiablage die 
Folge einer späteren Paarung oder einer längeren Eireifung war. Solch eine Verzögerung 
könnte auf Nachteile in der Fitness der Hybriden hindeuten. Eine verzögerte Eiablage kann 
zudem in der Natur schwerwiegende Folgen haben. Weibliche Maiszünsler, die sich mindes-
tens zweimal paarten, haben eine signifikant erhöhte Fekundität und Fertilität. Zusätzlich 
legten mehrmals gepaarte Weibchen signifikant größere Mengen ihres Eierpotentials ab, als 
einmalig gepaarte oder ungepaarte Weibchen (Fadamiro und Baker 1998). Handelt es sich bei 
der verzögerten Eiablage um die Folge einer verzögerten Paarung, erniedrigt sich die Wahr-
scheinlichkeit einer zweiten oder dritten Paarung. Fadamiro und Baker (1998) fanden heraus, 
dass Weibchen mit einem dreitägigen Verzug in der Paarung eine signifikante Reduktion der 
Fekundität aufwiesen. Eine einwöchige Verspätung hatte eine weitere Reduzierung der 
Fekundität zur Folge, wobei die Fertilität auf Null absank. Die Messung der Lebenszeit der 
adulten Zünsler ergab keine signifikanten Unterschiede – weder bei der Unterscheidung nach 
Populationszugehörigkeit (Abb. 4.36, 4.37), nach der Wirtszugehörigkeit (Abb. 4.38) oder 
nach dem Geschlecht (Abb. 4.39). Die Männchen lebten mit 10 Tagen durchschnittlich zwar 
 107 
5. Diskussion   
einen halben Tag länger als die Weibchen, aufgrund der hohen Variabilität ist dieser Unter-
schied jedoch nicht statistisch signifikant. Im Vergleich dazu ermittelten Fadamiro und Baker 
(1998) eine Lebenszeit von, mit Honigwasser versorgten, Maiszünslerweibchen von 13,8 
Tagen. 
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6. Zusammenfassung 
Ziel dieser Arbeit war, im Rahmen einer möglichst umfassenden Abschätzung des Gefähr-
dungspotentials von transgenem Bt-Mais und seinem Cry1Ab-Toxin mögliche negative 
Effekte gegenüber Bodenorganismen zu untersuchen. Hierzu wurde Collembolen – mit 
Folsomia candida als Labortestorganismus – sowie Milben als wichtige Vertreter der Boden-
fauna untersucht. Der DMSO-Test diente als Summenparameter zur Untersuchung möglicher 
Effekte von Bt-Mais auf die Bodenmikroorganismen. Zusätzlich wurde die Basis-
Suszeptibilität des an Beifuß angepassten Maiszünslers gegenüber Cry1Ab ermittelt sowie 
Paarungsversuche mit verschiedenen Maiszünslerpopulationen durchgeführt. Diese Versuche 
sollten die Frage klären, inwieweit Maiszünslerpopulationen mit Beifuß als Wirt nützlich für 
Resistenzvermeidungspläne sein könnten. 
1. Gibt es nachteilige Effekte von Bt-Mais gegenüber Collembolen? 
Die akuten Toxizitätstests mit den trypsinisierten Cry1Ab-Toxinen der Firma Monsanto und 
der SLFA Neustadt zeigten keine erhöhten Mortalitäten bei F. candida. Das Monsanto-Toxin 
verursachte keine Hemmung der Reproduktion von F. candida. Tests mit Blattmaterial 
führten zur vollständigen Hemmung der Reproduktion sowohl in allen transgenen, als auch in 
allen nicht-transgenen Ansätzen. Hier war vermutlich das Blattmaterial alleine für die 
hemmende Wirkung verantwortlich. Da Bt-Mais Cry1Ab-Protein auch durch Exsudation über 
die Wurzel in den Boden ausscheidet, wurde diese Möglichkeit der Exposition von Collem-
bolen gegenüber dem Toxin in Modellversuchen simuliert. Im Gewächshaus wurden jeweils 
20 Collembolen (F. candida) in 100 ml-Gefäßen mit Boden und einer Maispflanze über einen 
Zeitraum von zwei Monaten gehalten. Nach dem Versuchsende wurden die Reproduktions-
raten bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass Beizmittel eventuelle Effekte transgener 
Pflanzen überdecken können. In Hinblick auf ein anbaubegleitendes Monitoring gilt es, dies 
zu berücksichtigen. Die Modellversuche mit abgewaschenem Saatgut ergaben sowohl bei der 
Verwendung transgener als auch isogener Pflanzen deutlich höhere Reproduktionsraten. Die 
nahezu gleichen Reproduktionsraten in beiden Versuchen beweisen eine gewisse Standardi-
sierung des Modellsystems. Jedoch war die Variabilität der Zahl gefundener Tiere in allen 
Versuchen sehr hoch und vermutlich auch dafür verantwortlich, dass der 4. Versuch keinen 
statistisch signifikanten Unterschied zeigte, der 5. Versuch aber doch. Insgesamt wurde keine 
eindeutig schädigende Wirkung von Cry1Ab aus transgenem Mais auf F. candida gefunden. 
Die Untersuchungen mit reinem Toxin sprechen gegen einen negativen Effekt, jedoch muss 
hier berücksichtigt werden, dass es Unterschiede zwischen E. coli- und pflanzlich exprimier-
tem Toxin geben kann. Gleichzeitig scheinen physiologische Unterschiede zwischen der 
transgenen und isogenen Maissorte zu existieren, so dass Bt-Mais eventuell die weniger 
attraktive Nahrungsquelle darstellt (höherer Ligningehalt). 
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2. Findet man Effekte von Bt-Mais gegenüber Collembolen und Milben im Freiland? 
Bei den Untersuchungen zu Collembolen- und Milbenabundanzen in Böden der Freilandver-
suchsflächen wurden zu keinem Probenahmetermin signifikante Unterschiede in Bt-, Iso- oder 
Ins-Parzellen gefunden. 
3. Wird die Gemeinschaft der Bodenmikroorganismen durch Bt-Mais beeinflusst? 
Die DMSO-Reduktion dient in dieser Arbeit als Maß der mikrobiellen Aktivität. Mit diesem 
Test wurden Bodenproben von Freilandversuchsflächen mit drei Anbauvarianten (Bt, Isogen, 
Isogen mit Insektizidbehandlung) untersucht. Die Ergebnisse deuten nicht auf einen Einfluss 
eines Bt-Maisanbaus auf die mikrobielle Aktivität des Bodens hin. 
4. Unterscheiden sich an Beifuß angepasste Maiszünsler in ihrer Suszeptibilität 
gegenüber Bt-Toxinen von Maiszünslern aus Maiskulturen? 
Die verwendete Beifuß-Maiszünslerpopulation reagierte suszeptibel auf alle untersuchten 
Toxine. Dabei unterschied sie sich bei Verwendung des Syngenta-Protoxins und des trypsini-
sierten Monsanto-Toxins nicht von der Basis-Suszeptibilität der an Mais angepassten Mais-
zünsler. Hybriden aus resistent gewordenen Mais-Zünslern und suszeptiblen Beifuß-Zünslern 
wären im Fall einer rezessiv vererbten Resistenz phänotypisch wieder suszeptibel. Somit 
könnten Beifuß-Zünsler als Genpoolreservoir zur Erhaltung der Cry1Ab-Suszeptibilität dienen 
und eine Resistenz verzögern. Die Wirksamkeit des trypsinisierten SLFA-Toxins war deutlich 
geringer. Hier wurde das Problem deutlich, dass Cry1Ab-Proteine verschiedener Hersteller 
unterschiedliche Aktivitäten aufweisen. Für ein Monitoring sowohl von Ziel- als auch von 
Nichtzielorganismen ist eine kontinuierliche Bereitstellung des selben Toxins unbedingt er-
forderlich. 
5. Kann eine an Beifuß angepasste Maiszünslerpopulation als natürliches Genpool-
Reservoir zur Erhaltung der Suszeptibilität gegenüber Bt-Mais dienen? 
Damit Beifuß-Maiszünsler in Refugiumsstrategien einbezogen werden können, ist neben der 
Suszeptibilität gegenüber Cry1Ab vor allem die ungehinderte Hybridisierung mit Mais-
zünslern aus Mais nötig. Paarungsversuche zeigten, dass interne Paarungen signifikant erfolg-
reicher waren als Paarungen zwischen Beifuß- und Mais-Zünslern. Die Ergebnisse deuten 
darauf hin, dass es sich bei den an Beifuß angepassten Maiszünslern um die E-Rasse handelt. 
Bei Paarungen zwischen Beifuß- und Mais-Zünslern erfolgte außerdem die erste Eiablage 
signifikant später als bei internen Paarungen. In der Natur kann eine verzögerte Eiablage 
nachteilige Konsequenzen in bezug auf die Fekundität und Fertilität haben. In Verbindung mit 
der geringen Wahrscheinlichkeit, dass ein Maiszünslerweibchen ein Männchen der anderen 
Rasse anlockt, sprechen die Ergebnisse deutlich gegen die Eignung von Maiszünsler-
populationen in Beifuß als Genpoolreservoir zur Resistenzverzögerung. 
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7. Fazit und Ausblick 
Die Ergebnisse der vorgestellten Versuche müssen als ein Aspekt in der gesamten Risiko-
abschätzung von transgenem Bt-Mais betrachtet werden. Sie haben gezeigt, dass keine negati-
ven Effekte von Bt-Mais oder dem entsprechenden Cry1Ab-Toxin bei den untersuchten Bo-
denorganismen gefunden wurden. Sowohl Collembolen (insbesondere Folsomia candida) als 
auch Milben wurden nicht geschädigt. Die Untersuchung der Gemeinschaft der Bodenmikro-
organismen offenbarte ebenfalls keine Beeinträchtigung durch Bt-Mais. Letztlich erfordert die 
Sicherheitsforschung zu transgenen Pflanzen jedoch immer eine Fall zu Fall-Abschätzung. 
Bei Bt-Mais drängte sich aufgrund der eventuell erhöhten Cry1Ab-Konzentration im Boden 
die Frage nach negativen Effekten auf Bodenlebewesen auf. Das entwickelte Modelltest-
system für das Gewächshaus ist ein geeignetes Bindeglied zwischen möglichst kontrollierten 
Bedingungen im Labor und möglichst realitätsnahen Bedingungen im Freiland. Es erscheint 
sinnvoll, ein derartiges System weiter zu standardisieren und für andere relevante Boden-
organismen zu nutzen. Neben dem hier untersuchten Bt-Mais sind bei vielen existierenden 
und zukünftigen gentechnisch veränderten Pflanzen negative Effekte auf die Bodenflora und -
fauna zumindest denkbar, so dass dieses Modellsystem regelmäßige Anwendung finden 
könnte. 
 
Die Versuche zur Basis-Suszeptibilität zeigten, dass zur Zeit keine Unterschiede in der 
Empfindlichkeit gegenüber Cry1Ab-Toxinen zwischen Maiszünslern, die an Beifuß und 
solchen, die an Mais angepasst sind, bestehen. Hier wurde jedoch auch deutlich, wie wichtig 
es in Zukunft ist, möglichst für alle durchzuführenden Versuche ein und dasselbe Toxin zu 
verwenden, um zu verlässlichen Schlussfolgerungen zu kommen. Die Paarungsversuche mit 
der Maiszünslern aus Mais und Beifuß haben gezeigt, dass Beifuß-bewohnende Maiszünsler 
nicht als Genpool-Reservoir zur Verzögerung einer Resistenzentwicklung des Maiszünslers in 
Frage kommen, da Paarungen zwischen Beifuß- und Mais-bewohnenden Maiszünslern 
seltener zu Nachkommen führten, als Paarungen zwischen Partnern mit dem selben Wirt.
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8.  Abstract 
It was the objective of this thesis, to evaluate possible negative impact of transgenic Bt-corn 
and its Cry1Ab toxin on soil living organisms. For this purpose collembola – with Folsomia 
candida as laboratory test organism – and mites as important soil fauna representatives have 
been observed. The DMSO test was used to detect effects of Bt-corn on soil living micro-
organisms. Further the basic susceptibility of European corn borers (ECB, Ostrinia nubilalis) 
adapted to sagebrush (Artemisia sp.) to Cry1Ab was investigated and mating experiments 
with different ECB populations were carried out to answer the question how far sagebrush-
living ECB can act as a tool for resistance management plans. 
 
1. Are there negative effects of Bt-corn on collembola? 
Acute toxicity tests with F. candida and the trypsin-resistant core Cry1Ab toxin from Mon-
santo and the SLFA Neustadt/Weinstraße exhibited no higher mortality rates. No inhibition of 
reproduction was observed with the Monsanto toxin. Vital leave material from both, trans-
genic and non-transgenic corn caused total inhibition of reproduction. It was supposed that 
inhibitory substances of the leaves caused this suppression. Because Cry1Ab protein is exu-
dated by the roots and toxin will be incorporated into the soil by harvesting, the exposition of 
collembola to Cry1Ab was simulated in model experiments. 20 collembola (F. candida) were 
cultured in 100 ml pots with soil and one transgenic or non-transgenic corn plant for two 
month in the greenhouse. At the end of the experiment the reproduction rates were deter-
mined. It was demonstrated that seed treatment products can cover possible effects of trans-
genic plants. This should be considered with regard to an accompanied cultivation monitor-
ing. Model experiments without seed treatment products led to significant higher reproduction 
rates in both, transgenic and non-transgenic plots. The nearly identical reproduction rates in-
dicate the standardisation of the model test system. However there was a high variability in 
the individual number of each pot. This variability caused probably the significant difference 
in one test and the absence of a difference in a second test. Summing up the results no obvi-
ous negative effect of Cry1Ab expressing corn on F. candida could be detected. Investiga-
tions with the pure toxin indicate the absence of negative effects though it must be taken into 
account that there can exist substantial differences between Cry1Ab expressed by Escherichia 
coli and corn. 
 
  8. Abstract 
2. Are there negative effects of Bt-corn on collembola and mites in the field? 
Investigations on abundances of collembola and mites in the soil of field experiment plots 
never indicated significant differences between isogenic untreated, isogenic insecticide treated 
and transgenic plots. 
 
3. Is there an impact of Bt-corn on the community of soil living microorganisms? 
The reduction of DMSO can be used to determine the microbial activity. For this purpose 
investigations of the soil from field experiment plots were carried out. There was no indica-
tion for a negative impact of Bt-corn on the microbial activity in the soil. 
 
4. Is there a difference in susceptibility to Cry1Ab toxins between ECB-populations 
adapted to sagebrush and those adapted to corn? 
The ECB-population adapted to sagebrush was susceptible to all used Cry1Ab toxins. There 
was no significant difference in susceptibility to the Syngenta protoxin and the Monsanto 
trypsin-resistant core protein to the susceptibility of populations adapted to corn. This result is 
important because hypothetic hybrids from corn adapted ECB that became resistant to 
Cry1Ab and susceptible ECB adapted to sagebrush would be phenotypic susceptible in the 
case of a recessive trait for resistance. By this way ECB adapted to sagebrush could serve as a 
gene pool reservoir for susceptibility alleles. The effectiveness of the SLFA trypsin-resistant 
core protein was clearly reduced. This result highlights that Cry1Ab protein from different 
producers can differ in their effectiveness. Therefore it will be very important for future 
monitoring plans to establish a continuous toxin production by one provider. 
 
5. Can ECB-populations adapted to sagebrush act as a gene pool reservoir to 
maintain a susceptibility to Bt-corn? 
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For the integration of ECB-populations adapted to sagebrush into refuge strategies it will be 
necessary that the individuals are susceptible to Cry1Ab and that an unhindered hybridisation 
with ECB adapted to corn will be possible. Mating experiments demonstrated that internal 
mating was significantly more successful than mating between ECB adapted to sagebrush and 
ECB adapted to corn (“hybrid mating”). The results indicate that the ECB adapted to sage-
brush belong to the pheromone E-strain. Furthermore hybrid mating exhibited a delayed first 
oviposition. In nature a delayed oviposition can have negative consequences for fecundity and 
fertility. The low probability for a female to lure a male belonging to the other pheromone 
strain combined with the obtained results indicate that ECB-populations adapted to sagebrush 
will not be suitable to act as a reservoir for susceptibility alleles for delaying resistance.
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  10. Anhang 
10. Anhang 
Inhaltsstoffe des Vitaminzusatzes 
Zusatz enthält folgende Vitamine (g/kg der Mischung) (ICN, Katalognr. 904654): 
Vitamin A, 1,6 
Vitamin D, 0,125 
Alpha-Tocopherol, 22,0 
Ascorbinsäure, 45,0 
Inisitol, 5,0 
Cholinchlorid, 75,0 
Menadion, 2,25 
p-Aminobenzoesäure, 5,0 
Niacin, 4,25 
Riboflavin, 1,0 
Pyridoxin Hydrochlorid, 1,0 
Thiamin Hydrochlorid, 1,0 
Calcium Pantothenat, 3,0 
Biotin, 0,020 
Folinsäure, 0,090 
Vitamin B12, 0,00135 
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10. Anhang   
Tukey-Test (Monsanto-Toxin) 
Vergleich Mittelwert-Differenz P signifikanter Unterschied? (P<0,05) 
N vs. K 0,29 < 0,001 Ja 
N vs. F 0,29 < 0,001 Ja 
N vs. B 0,29 < 0,001 Ja 
N vs. E 0,22 0,002 Ja 
E vs. K 0,07 0,713 Nein 
E vs. F 0,07 0,713 Nein 
E vs. B 0,07 0,713 Nein 
B vs. K 0 1 Nein 
B vs. F 0 1 Nein 
F vs. K 0 1 Nein 
B (Bodensee), F (oberes-), K (mittleres-), N (unteres Rheintal): Z-Rasse; E (unteres Rheintal): 
E-Rasse. n (Mittelwerte)=49, F=10,89, P<0,001 (einseitige Varianzanalyse) 
 
Tukey-Test (SLFA-Toxin) 
Vergleich Mittelwert-Differenz P signifikanter Unterschied? (P<0,05) 
4,72 < 0,001 Ja 
E vs. K 4,70 < 0,001 Ja 
E vs. B 4,54 < 0,001 Ja 
E vs. N 3,85 < 0,001 Ja 
N vs. F 0,87 0,770 Nein 
N vs. K 0,85 0,784 Nein 
N vs. B 0,69 0,885 Nein 
B vs. F 0,18 0,999 Nein 
B vs. K 0,16 1 Nein 
K vs. F 0,02 1 Nein 
E vs. F 
B (Bodensee), F (oberes-), K (mittleres-), N (unteres Rheintal): Z-Rasse; E (unteres Rheintal): 
E-Rasse. n (Mittelwerte)=35, F=22,88, P<0,001 (einseitige Varianzanalyse) 
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